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1 Einleitung

1.1 Das Pankreas

1.1.1 Histologischer Aufbau und Funktion

Das Pankreas (die Bauchspeicheldrise) ist ein retroperitoneal im Oberbauch
gelegenes Drusenorgan. Es lasst sich in einen exokrinen und einen endokrinen
Drisenanteil unterteilen, wobei der exokrine Anteil im Wesentlichen fir die
Verdauung zustandig ist und der endokrine eine zentrale Rolle im

Glucosestoffwechsel spielt.

Der exokrine, rein serdse Drusenanteil macht die Hauptmasse des Pankreas aus. In
den Drisenzellen (Azinuszellen) werden die Verdauungsenzyme produziert, welche
fur die Spaltung der Nahrungsbestandteile Eiweil3e, Fette und Kohlenhydrate
zustandig sind. Die wichtigsten Verdauungsenzyme sind a-Amylase zur
Starkespaltung, Lipase, Phosholipase A und Cholesterinesterase zur Lipolyse sowie
verschiedene proteolytische Enzyme (z.B. Trypsin und Elastase). Die von den
Azinuszellen sezernierten Verdauungsenzyme werden Uber Drisengange (Azini)
weitergeleitet und minden Uber Schaltstlicke in gréRere Ausfihrungsgange (Ducti).
Das Parenchym besteht insgesamt aus tausenden Lappchen (Lobuli), die durch
Bindegewebssepten separiert werden. In diesen Bindegewebsstrallen verlaufen die
intra- und interlobularen Ausflihrungsgange, welche sich im Hauptausfihrungsgang,
dem Ductus pancreaticus, vereinigen. Dieser mindet schlieBlich im Duodenum auf
der Papilla duodeni major. Taglich werden so bis zu zwei Liter Pankreassekret in den
Verdauungstrakt abgegeben (Lillmann-Rauch 2015).

Abb. 1: Histologischer Aufbau des Pankreas. Zu sehen
ist rechts unten im Bild eine Langerhans-Insel, umgeben
von Azini (mit Stern markiert), der Pfeil zeigt auf einen
beispielhaft angeschnittenen Ausfiihrungsgang (Ductus).
Modifiziert nach (Hezel et al. 2006).




Die 1869 von Paul Langerhans entdeckten Langerhans-Inseln (s. Abb. 1) bilden den
endokrinen Anteil der Druse. Die Masse der Uber eine Million Inseln macht nur ein bis
zwei Prozent der Drise aus. Man unterscheidet je nach produzierender Hormonart
immunhistochemisch verschiedene Zellarten:

e a-Zellen produzieren Glucagon (ca. 20% der Zellen)

e [3-Zellen produzieren Insulin (ca. 70%)

e JO-Zellen produzieren Somatostatin (ca. 5%)

e PP-Zellen produzieren pankreatisches Polypedtid (<5%)

(Ldllmann-Rauch 2015)

1.1.2 Pathologien des Pankreas

1.1.21 Pankreatitis

Das Krankheitsbild der Bauchspeicheldrisenentzindung lasst sich in zwei
verschiedene Kategorien unterteilen, in die akute und die chronische Pankreatitis.
Beide unterscheiden sich gravierend in klinischen sowie atiologischen Merkmalen.

1.1.2.1.1 Akute Pankreatitis

Der pathophysiologische Mechanismus der akuten Pankreatitis beruht zumeist auf einer
durch die Verdauungsenzyme stattfindenden Autodigestion des Parenchyms, insbesondere
sind hier Proteasen wie z.B. Trypsin oder Elastase zu nennen. Hierdurch wird eine
inflammatorische Reaktion ausgeldst (Shah et al. 2009; Sah and Saluja 2011). Als die
haufigsten Ausloser sind neben idiopathischen Ursachen insbesondere Gallensteine und
exzessiver Alkoholgenuss zu nennen (Johnson, Besselink, and Carter 2014; Nesvaderani et
al. 2015)

Bei der akuten Pankreatitis handelt es sich um ein ernsthaftes Krankheitsbild mit

hoher Morbiditat und Mortalitat (Gullo et al. 2002; Popa et al. 2016). Klinisch

manifestiert es sich klassischerweise mit akuten gurtelformigen

Oberbauchschmerzen und starkem allgemeinen Krankheitsgefuhl, teilweise begleitet

von Ubelkeit und Erbrechen (Johnson, Besselink, and Carter 2014).



1.1.2.1.2 Chronische Pankreatitis

Die chronische Pankreatitis ist gekennzeichnet durch rezidivierende
Entzindungsschibe und einem daraus resultierenden fibrotischen Umbau des
Parenchyms (Braganza et al. 2011; Gupte and Forsmark 2014). Klinisch stehen
neben rezidivierenden bis hin zu chronischen Oberbauchschmerzen auch Symptome
der exokrinen Pankreasinsuffizienz, wie Mangelernahrungserscheinungen und
Steatorrho, im Vordergrund (Mayerle et al. 2013). Bei fortschreitender Erkrankung
entwickeln sich zusatzlich Symptome der endokrinen Pankreasinsuffizienz, sodass
ein Diabetes mellitus (als Typ 3c bezeichnet) eine ernstzunehmenden Komplikation
darstellt (Ewald and Hardt 2013).

Alkoholabusus ist als wichtigster atiologischer Faktor zu nennen (Yadav and
Lowenfels 2013; Lee et al. 2015; Masamune 2015) und erhdht das Risiko an
chronischer Pankreatitis zu erkranken um ein vierfaches (Yadav et al. 2007). Auch
durch Tabakkonsum, insbesondere in Kombination mit Alkohol, wird das Risiko
eindeutig erhoht (Maisonneuve et al. 2005; Lee et al. 2015). Daruber hinaus sind
auch hereditare Formen bekannt, bei denen z.B. Mutationen im kationischen
Trypsinogen-Gen (PRSSI) fur die Krankheit ursachlich sein konnen (Ellis, Lerch, and
Whitcomb 2002; Rebours et al. 2008). Das Risiko der Chronifizierung einer
rezidivierenden akuten Pankreatitis wird auf3erdem auf bis zu 35% geschatzt
(Sankaran et al. 2015).

Bei der chronischen Pankreatitis handelt es sich trotz modernster Medizin immer
noch um eine schwerwiegendes Krankheitsbild mit einer Letalitat von 13 — 20% und
einer 10-Jahres-Uberlebensrate von 70%, welche im Gegensatz zu einer 93%igen
einer altersgleichen Kohorte signifikant erniedrigt ist (Lankisch et al. 1993). Die
Sterblichkeit der betroffenen Patienten ist im Vergleich zur Normalbevolkerung um
das ungefahr 3,5-fache erhoht (Lowenfels et al. 1994; Bang et al. 2014).
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Abb. 2: Histologie des gesunden
Pankreas, der milden und der
schweren chronischen Pankreatitis
sowie des duktalen
Adenokarzinoms. Modifiziert nach
(Pan et al. 2011).

Histologisch ist die chronische Pankreatitis charakterisiert durch unterschiedlich stark
ausgepragte interstitielle Fibrosierung des Drisenparenchyms infolge wiederholter
Nekrosen und inflammatorischer Reaktionen (,Nekrose-Fibrose-Sequenz®) (Oruc and
Whitcomb 2004; Pandol et al. 2011). Durch den bindegewebigen Umbau kommt es
zum Verlust des normalen Drusenparenchyms und damit zu einer Atrophie des
exokrinen Pankreasgewebes (s. Abb. 2). Haufig ist auch eine chronische
lymphozytenreiche Entztiindungsinfiltration zu beobachten (Conwell et al. 2014).
Weitere histologische Merkmale kdnnen Duktusproliferation und muzindse
Metaplasien sein. Die Abgrenzung zum invasiven Pankreaskarzinom gelingt dabei
haufig nicht leicht (vgl. Abb. 2). Bei dem Prozess der Fibrosierung spielen
sogenannte Pankreassternzellen (Pancreatic stellate cells (PaSCs), s. Abb. 3) eine
zentrale Rolle.
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Abb. 3: Schematische lllustration des Pankreas mit

Y axis

pancreatic .
seiatecelis  Darstellung der Pankreassternzellen (pancreatic stellate

cells) in Fluoreszenzmarkierung, welche ein

20 ym

X axis

dreidimensionales Netzwerk zwischen den azinaren
Lobuli bilden. Aus (Ferdek and Jakubowska 2017).

Bei den Pankreassternzellen handelt es sich um spezielle Bindegewebszellen,
welche ahnlich wie die bei der Entwicklung einer Leberzirrhose maldgeblich
beteiligten hepatischen Ito-Zellen von einem ruhenden in einen aktiven Zustand
ubergehen kdénnen (Omary et al. 2007; Apte, Pirola, and Wilson 2012). Sie machen
dabei 4 — 7% der Organmasse aus (Apte et al. 1998). Durch parakrine und autokrine
Stimuli erlangen sie im aktivierten Zustand myofibroblastare Eigenschaften und
konnen Aktin- sowie Kollagenfasern produzieren. Dies steht im engen
Zusammenhang mit den schwerwiegenden Veranderungen, welche beim
Krankheitsbild der chronischen Pankreatitis sowie bei der Entwicklung des
Pankreaskarzinoms eine tragende Rolle spielen (Apte et al. 2004; Ferdek and
Jakubowska 2017). Der Ubergang zwischen den beiden Krankheitsbildern scheint

dabei ein dynamischer Prozess zu sein (Shi et al. 2014).

1.1.2.2 Pankreaskarzinom
1.1.2.2.1 Epidemiologie und Atiologie

Bauchspeicheldrusenkrebs ist eine schwerwiegende Erkrankung mit fast immer
letalem Ausgang und steht an vierter Stelle der Krebstodesfalle der westlichen Welt
(Malvezzi et al. 2014). Mit >95% ist das duktale Adenokarzinom (pancreatic ductal
adenocarcinoma, kurz PDAC) die haufigste Form des Pankreskarzinoms. Zu den

selteneren Pankreastumoren zahlen azinare Adenokarzinome, Papillenkarzinome,
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muzinose Zystadenokarzinome, intraduktale Neoplasien oder endokrine Karzinome,
die hier nur der Vollstandigkeit halber mit aufgefuhrt werden (Taucher and Haybaeck
2017).

Das PDAC wird durch frihe lymphogene und hamatogene Metastasierung
charakterisiert. Es handelt sich dabei um eine besonders aggressive Tumorform mit
aullerordentlich schlechter Prognose (Fokas et al. 2015). Zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung sind nur ca. 15 — 20% der Pankreaskarzinome lokal begrenzt, nicht
metastasiert und somit Uberhaupt operabel (Vincent et al. 2011). Das mediane
Uberleben betragt selbst in diesem Fall nur 9 — 11 Monate. Die Mehrzahl der
Patienten (60 — 70%) hat bei Diagnosestellung bereits Metastasen entwickelt. Diese
Patientengruppe hat im Vergleich eine mediane Uberlebensrate von nur 6 — 8
Monaten (Hidalgo 2010). Insgesamt betragt die Funfjahresiberlebensrate bei
Diagnosestellung nur 5 — 8% (Chang, Wong, and Chang 2014; Siegel, Miller, and
Jemal 2016; Ying et al. 2016).

Die genaue Atiologie des Pankreaskarzinoms ist weitestgehend unbekannt.
Diskutiert werden genetische Faktoren, wozu verschiedene hereditare Syndrome
zahlen. Als Beispiel ware das Peutz-Jehgers-Syndrom (Mutation des STK11-Gens)
zu nennen, wobei betroffene Individuen ein bis zu 76 — 139-fach erhdhtes Risiko
haben an Pankreaskrebs zu erkranken (Korsse et al. 2013; Resta et al. 2013). Auch
familiare Vorbelastung erhoht das Risiko fur Neoplasien der Bauchspeicheldrise. So
haben Verwandte ersten Grades von Patienten mit Pankreaskarzinom verglichen mit
der Normalbevolkerung ein doppelt so hohes Risiko ebenfalls betroffen zu sein
(Hruban et al. 2010). Umgekehrt lasst sich bei 5 — 10% der betroffenen Patienten
eine positive Familienanamnese nachweisen (Shi, Hruban, and Klein 2009).

Als wichtigster Risikofaktor fur die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms ist die
chronische Pankreatitis zu nennen. Das Lebenszeitrisiko fur die Entwicklung eines
Pankreaskarzinoms ist bei an chronischer Pankreatitis leidenden Patienten um das
13 — 45-fache erhdht (Lowenfels et al. 1993; Yadav and Lowenfels 2013; Kirkegard,
Mortensen, and Cronin-Fenton 2017) und bei Menschen mit hereditarer Pankreatitis
sogar um das 50-fache (Lowenfels et al. 1997; Lowenfels, Maisonneuve, and
Whitcomb 2000).
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Die Entstehung von Pankreaskrebs stellt insgesamt ein multifaktorielles Geschehen
dar. Neben genetischer Pradisposition spielen auch weitere Risikofaktoren wie
Rauchen (Silverman et al. 1994) und insbesondere Alkoholabusus (Hezel et al. 2006;
Genkinger et al. 2009; Xu et al. 2015; Walling and Freelove 2017) eine
entscheidende Rolle. Beide Faktoren uberschneiden sich dabei mit den
Risikofaktoren fur die chronische Pankreatitis und lassen atiologische
Zusammenhange erkennen (s.1.1.2.1.2) (Campa et al. 2018). Daruber hinaus zahlt
auch Adipositas zu den nachgewiesenen Risikofaktoren (de Gonzalez, Sweetland,
and Spencer 2003). Ferner haben Patienten mit Diabetes ein zweifach erhohtes
Risiko ein Pankreaskarzinom zu entwickeln, wobei jedoch zu beachten ist, dass das
relative Risiko hierbei negativ mit der Erkrankungsdauer korreliert (Ben et al. 2011).
Bei 40% aller Patienten mit Bauchspeicheldrusenkrebs wurde in den davorliegenden
drei Jahren Diabetes als Erstdiagnose diagnostiziert, verglichen mit nur 3 — 5% aller
an anderen Krebsformen erkrankten Patienten (Aggarwal, Kamada, and Chari 2013).

1.1.2.2.2 Pathogenese

Die genaue Pathogenese des PDAC ist seit Jahrzehnten Gegenstand intensiver
Forschung. Eine bekannten Entstehungstheorie stellt die Tumorprogression Uber
Prakanzerosen dar, die auch den Zusammenhang zwischen chronischer Pankreatitis
und dem Pankreaskarzinom erklaren konnte (Pinho, Chantrill, and Rooman 2014).
Es handelt sich dabei um praneoplastische Ganglasionen, auch Vorlauferlasionen
genannt, die durch Akkumulation verschiedenster genetischer Mutationen entstehen.
Hierzu zahlen beispielsweise die Aktivierung des Onkogens K-ras und die
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen wie p16, p53, DPC4/SMAD4, INK4A,
BRCAZ2 und LKB1 sowie viele weitere Mutationen (Hezel et al. 2006).

Die nichtinvasiven Vorlauferlasionen lassen sich in drei verschiedene Typen
unterteilen: pankreatische intraepitheliale Neoplasien (PanINs), intraduktale papillare
muzinése Neoplasien (IPMNs) und muzinos-zystische Neoplasien (MCNs) (Singhi
and Maitra 2017). Im Folgenden werden nur die PanINs behandelt. Diese stellen die
haufigste und bekannteste Vorlauferlasion dar. PanlINs treten in den interlobularen
Ducti <56 mm auf und lassen sich in low-grade und high-grade PanINs einteilen.
Wahrend bei den low-grad PanINs nur wenige Zellkernveranderungen und Mitosen
zu finden sind, nehmen die Anzahl der Zellatypien und der Mitosen bei den high-grad
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PanINs signifikant zu. So sind die Kerne zunehmend vergréRert, hyperchromatisiert

und die Zell-Plasma-Relation zeigt sich deutlich zugunsten der Kerne verschoben (s.
Abb. 4).

Abb. 4: PanIN Histologie. A) Low-
grade PanlIN; B) High-grade PanIN; C)
Duktales Adenokarzinom des
Pankreas mit perinaeuraler Invasion;
D) normales Pankreasgewebe (Ductus
umgeben von Azini).

Aus (Pan et al. 2009).

Die molekulargenetischen Mutationen, die schliellich zum invasiven Karzinom
fuhren, geschehen dabei nicht in einer willkurlichen zeitlichen Reihenfolge, sondern
lassen sich vielmehr in ,frihe“ und ,spate* Veranderungen unterteilen (s. Abb. 5).

NOATHEL T a8
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 Normal —p————— Low-gradc PanIN it High-grade PanIN ———— @

Sckunere
rq shortening KRAS

‘-‘{ PSCA, MucinS, Fascin }

plé

-t Mucinl s .—W -

4—{ Cyclia DI ; -
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-.—-{m« A2 Ki-67 & luf'.‘(i. ._{—_
2 : <4 mewothelin r—.

Abb. 5: Schematische lllustration der Progression von normalem Driisenepithel zu Low-grade und

High-grade PanINs mit entsprechenden Schliisselereignissen genetischer Alterationen (sog. ,PanIN-
Progressionsmodel). Aus (Singhi and Maitra 2018).
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Zu den fruhen“ Veranderungen zahlen beispielsweise die K-RAS-Mutation (Collins
et al. 2012; Kanda et al. 2012) und der Verlust des p16-Tumorsuppressorgens
(Wilentz et al. 1998). Am Ubergang zwischen Low-grade und High-grade PanIN
spielt z.B. die Uberexprimierung von Cyclin D1 eine weitere wichtige Rolle. Cyclin D1
interagiert als Cyclin D1-CDK4 Komplex mit dem Tumorsupressorgen
Retinoblastomprotein (Rb) und fuhrt zu dessen Inaktivierung (Alao 2007). Der Verlust
der Tumorsuppressorgene p53 und SMADA4 stellt schliel3lich ein Beispiel fur ,spate”
Veranderungen dar (Singhi and Maitra 2018). Diese Erkenntnisse ermoglichen es die
Entstehungsweise des Pankreaskarzinoms auf molekularbiologischer Ebene besser
nachvollziehen zu kdnnen.

PanINs finden sich jedoch nicht nur beim duktalen Pankreaskarzinom gehauft an,
sondern auch bei der chronischen Pankreatitis. So konnten Andea und Kollegen in
einer Studie feststellen, dass neben 82% der PDAC-Patienten auch 63% der
Patienten mit chronischer Pankreatitis PanINs aufweisen. Bei Patienten mit
normalem Pankreas waren es hingegen nur 28% (Andea, Sarkar, and Adsay 2003).
Dies verdeutlicht weiter den bereits angesprochenen pathophysiologischen

Zusammenhang zwischen den beiden genannten Krankheitsbildern.

1.2 O-Glykosylierung

1.2.1 Allgemeines

Glykosylierung beschreibt die enzymatische Anheftung von Zuckerresten an Proteine
oder Lipide. Es soll eine Bandbreite von 27000 verschiedenen Glykanstrukturen bei
Saugetieren existieren, welche durch die Kombination von nur 10 verschiedenen
Monosacchariden gebildet werden. Im Einzelnen handelt es sich hierbei um Glucose
(Glc), Fucose (Fuc), Galactose (Gal), Mannose (Man), Xylolose (Xyl), N-
Acetylglucosamin (GIcNAc), N-Acetylgalactosamin (GalNAc), Glucoronsaure (GIcA),
Iduronsaure (IdA) und Sialinsaure (SA) (Moremen, Tiemeyer, and Nairn 2012).
Insbesondere sekretorische und membranstandige Proteine sind beim Menschen
zum grofdten Teil in diverser Form glykosyliert. Ihre Diversitat kann durch
Modifikationen wie Sulfatierung, Phosphorylierung oder Bindungen an
verschiedenste Makromolekule erweitert werden (Kudelka et al. 2015).
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Allgemein muss zwischen zwei verschiedenen Formen der Glykosylierung
unterschieden werden. Bei der haufiger vorkommende N-Glykosylierung werden
Zuckerketten vom komplexen Typ Uber einen Asparagin-Rest kovalent an Proteine
gebunden. Diese Form der Glykosylierung erfolgt zunachst cotranslational im
Endoplasmatischen Reticulum (ER). Die anschliefende Modifikation, das
sogenannte Trimmen, geschieht im Golgi Apparat (Voet et al. 2010). N-Glykane
stellen ein deutlich besser erforschtes Gebiet dar, wahrend Uber O-Glykane aufgrund
ihrer groRen Heterogenitat insgesamt nur wenig bekannt ist.

Die O-Glykosylierung, die im Folgenden Gegenstand dieser Dissertation sein soll,
stellt die zweite Form der Glykosylierung dar. Es handelt es sich dabei um eine im
Golgi Apparat stattfindende posttranslationale Modifikation, bei welcher mit Hilfe von
Glykosyltransferasen aktivierte Zuckerketten an Serin- und Threoninreste ubertragen
werden (Brooks 2006). Ein Uberblick tiber beide Formen gibt Abb. 6.

O- und N-Glykane konnen dabei haufig koexistent in einem Protein oder in einer

Zelle existieren (Reis et al. 2010).
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Abb. 6: N- und O-Glykosylierung im Uberblick. Aus (Van den Steen et al. 1998).

Die bedeutendste und haufigste Form der O-Glykosylierung ist die mucintypische
Glykosylierung. Bei Mucinen (kurz MUC) handelt es sich um hochglykosylierte
Proteine, die im menschlichen Korper von den mukdsen Drusen der Schleimhaute

sezerniert werden und eine hohe Wasserbindungskapazitat aufweisen (Corfield
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2015; Petrou and Crouzier 2018). Mucintypisch gebundene O-Glykane finden sich
haufig repetitiv in Clustern angelegt auf membrangebundenen und sekretorischen
Proteinen. Als Transmembranproteine tragen sie zur Glykokalyx einer Zelle bei. Die
Polysaccharide machen dabei >50% des Massengewichtes eines Glykoproteins aus
und sind somit malRgebend an der Strukturgebung beteiligt (Hanisch and Muller
2000). AuRerdem schutzen sie das zentrale Proteine vor enzymatischer Proteolyse
(Takehara et al. 2013; Petrou and Crouzier 2018). Es sind verschiedene menschliche
MUC-Gene bekannt, so handelt es sich z.B. bei MUC1 oder MUC4 um
Transmembranproteine (Gendler and Spicer 1995; Moniaux et al. 1999), bei MUC2,
MUCG6 oder MUC7 hingegen um sekretorische Mucine (Bartman et al. 1998; Jumblatt
et al. 2003; Ma, Rubin, and Voynow 2018; Yamashita and Melo 2018). Die vermehrte
Expression vieler Mucine lasst sich bei verschiedenen Karzinomerkrankungen
beobachten, weswegen sie grol3es Potential haben als mogliche Tumormarker eine
Bedeutung zu erlangen (Nath and Mukherjee 2014; Pillai et al. 2015; Bhatia et al.
2019; Gautam et al. 2020) bzw. zum Teil wie beispielsweise MUC16 (CA125) beim
Ovarialkarzinom als solche bereits klinische Anwendung finden (Felder et al. 2014).

1.2.2 Funktion

Die genaue biologische Funktion der verschiedenen Glykoproteome ist u.a. aufgrund
ihrer Komplexitat weitestgehend ungeklart. Das Forschungsfeld der Glykobiologie hat
jedoch in den letzten Jahrzehnten an enormer Bedeutung gewonnen, sodass
mittlerweile viele wissenschaftlich belegte Theorien zum Thema Glykosylierung
erarbeitet werden konnten.

Die biologische Funktion der Glykanstrukturen lasst sich in zwei Ubergeordnete
Kategorien einteilen. Zunachst ist bekannt, dass Glykane u.a. strukturelle und
modulierende Funktionen haben. So sind Proteoglykane beispielsweise fur die
Stabilisierung von Gewebestruktur und —beschaffenheit von grol3er Bedeutung.
Glykane fungieren auch als naturliches Schutzschild, indem sie Polypeptide von
Proteasen abschirmen. Ferner wird durch nach extrazellular orientierte Zuckerreste
von Membranproteinen die auf der Mehrzahl der eukaryotischen Zellen vorhandene
Glykokalix gebildet, welche als naturliche physikalische Barriere dient (Varki and

Lowe 2009). Eine weitere wichtige Funktion in diesem Kontext stellt die
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Qualitatskontrolle der korrekten Proteinfaltung im ER sowie die Aufrechterhaltung der
Proteinkonformation dar (Xu and Ng 2015).

Das zweite grol3e Feld in welchem Glykanstrukturen eine zentrale Rolle spielen, stellt
die Interkation und Kommunikation mit der Umwelt dar. Die Zuckerreste sind in
diesem Fall strukturelle Bestandteile von Zellmembranen und werden von anderen
Molekulen meist durch sogenannte Glykanbindungsproteine (GBP) erkannt.
Intrinsische GBP spielen fur verschiedenste Zell-Zellerkennungen und Zell-Matrix-
Interaktionen eine bedeutende Rolle (Varki and Lowe 2009). Als bekanntes Beispiel
hierfur sind die ABH-Kohlenhydratantigene des ABO-Blutgruppensystems auf
Erythrozytenmembranen zu nennen (Yamamoto et al. 1990). Ein weiteres wichtiges
Beispiel sind die Erkennungsreaktionen durch das Immunsystem, insbesondere die
Erkennung von MHC-Proteinen durch den T-Zell-Rezeptorkomplex (Rudd et al.
2001). Als zentrale Bestandteile des Immunsystem zahlen Immunglobuline und
Interferone ebenfalls zu den Glykoproteinen (Rudd et al. 2001). Auch bei der
Embryonalentwicklung sind Glykoproteine von grof3er Bedeutung (Haltiwanger and
Lowe 2004), so spielen sie z.B. bei der Angiogenese eine wichtige Rolle (Xia et al.
2004). Ferner fungieren spezielle Glykane auch als spezifische Liganden fur eine
Vielzahl von Bakterien, Parasiten und Viren oder auch als Erkennungsziel fur
bakterielle Toxine (Varki and Lowe 2009).

1.2.3 Pathologische Veranderungen

Es ist unbestritten, dass Alterationen in der Glykosylierung von Proteinstrukturen
auch bei pathologischen Prozessen eine entscheidende Rolle spielen. Eine der
ersten wichtigen Erkenntnisse auf diesem Gebiet stellte die veranderte
Glykosylierung des Immunglobulins G (IgG) bei rheumatoider Arthritis dar
(Rademacher, Parekh, and Dwek 1988; Rudd et al. 2001).

Von zentraler Bedeutung, insbesondere fur den Inhalt dieser Arbeit, sind jedoch die
veranderten Glykosylierungsprozesse im Tumorkontext. Dies stellt ein bedeutsames
und komplexes Forschungsgebiet dar. Schon in den 1980er Jahren fanden
Wissenschaftler heraus, dass neu generierte monoklonale Antikorper gegen
Tumorzellen Glykanstrukturen und nicht wie erhofft spezifische
Zelloberflachenantigene erkennen (Feizi 1985). In zahlreichen weiteren Studien ist
mittlerweile belegt, dass in verschiedensten Tumorentitaten veranderte Zuckerreste
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beobachtet werden konnen (Hakomori 2001; Brooks 2006; Pinho and Reis 2015;
Munkley and Elliott 2016). Auch bei malignen Prozessen wie der Metastasierung
(Brooks 2006; Magalhaes, Duarte, and Reis 2017) oder Angiogenese (Compagno et
al. 2014; Munkley and Elliott 2016) spielen sie eine entscheidende Rolle. Dank
spezieller Glykanstrukturen (z.B. GBP oder Selektinen) konnen Tumorzellen
beispielsweise Bindungen mit GefalRendothelien oder anderen Blutbestandteilen
eingehen, wodurch Metastasenbildung ermaoglicht wird (Hauselmann and Borsig
2014; Kannagi 1997; Witz 2008). Auch immunsuppressive Auswirkungen durch
aberrante Glykosylierung spielen im Tumorkontext, insbesondere bei
Metastasierung, eine wichtige Rolle (Borsig et al. 2002; Hoos, Protsyuk, and Borsig
2014).

Allgemein sind die Eigenschaften verbesserte Zelladhasion, -mobilitat und die
Aktivierung verschiedener Rezeptoren einige der vielen Faktoren durch die
veranderte Glykosylierung zum invasiven Phanotyp des Tumorgewebes beitragt
(Kannagi 1997; Fuster and Esko 2005). Insgesamt gibt es viele Theorien und Studien
zu der komplexen Thematik, die genauen Mechanismen sind jedoch zum grof3en Tell

immer noch nicht vollstandig erforscht und verstanden.
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1.2.4 Biochemie

1.241 Uberblick
D N-Acetylgalactosamin Ser/Thr
- N-Acetylglucosamin
O Galactose GALNT

N-Acetylneuraminsdure
(Sialinsdure)

D:; Ser/Thr

Tn-Antigen
ST6GalNAc-1

T-Synthase
a-2,6
n Ser/Thr
“.
] Ser/Thr
STn-Antigen a-}
g1.3

T-Antigen/Core 1

Abb. 7: Syntheseweg von O-Glykan-Strukturen. Modifiziert nach (Loureiro et al. 2015).

O-Glykane stellen, wie unter 1.2.1 bereits erwahnt, hochkomplexe und vielfach
verzweigte Strukturen dar, welche in der Natur in einer au3erst heterogenen Vielfalt
vorkommen. Die ersten Schritte der Synthese und somit die Grundstruktur der
Zuckerreste sind dabei einheitlich und von zentraler Bedeutung.

Abbildung 7 gibt einen schematischen Uberblick tber die wichtigsten Bestandteile
der O-Glykan-Synthese. Biochemisch wird beim initialen Schritt der O-Glykosylierung
mit Hilfe der Enzymgruppe der Polypeptid N-Acetylgalactosaminyltransferasen
(ppGalNAcTs oder auch GALNTSs abgekurzt, Details s. 1.2.4.2) zuerst ein UDP-a-N-
Acetylgalactosamin (GalNAc)-Rest an die Hydroxylgruppe eines Serin- und
Threoninrestes einer Polypeptidstruktur tbertragen (Hanisch 2001). Das so im Golgi-
Apparat gebildete Vorlauferprotein namens Tn-Antigen, welches von zentralem
Interesse dieser Arbeit ist (s. 1.2.4.3), kann als Akzeptor fur verschiedene
Glycosyltransferasen dienen und wird im physiologischen Kontext durch das Enzym
T-Synthase zu einer Kernstruktur (Core) erweitert. Core 1 — 8 sind in der Literatur
beschrieben, wobei Core 5 — 8 sehr selten vorkommen und kaum etwas uber sie

bekannt ist (Abbildung 7 zeigt aus didaktischen Grinden nur Core 1) (Kudelka et al.
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2015). Tabelle 1 gibt hierbei einen Uberblick tGiber den Aufbau von Core 1 — 4.

Name Zuckerstruktur

Tn-Antigen GalNAcaSer/Thr
STn-Antigen Siaa2-6GalNAcaSer/Thr
Core 1 oder T-Antigen GalB1-3GalNAcaSer/Thr
Core 2 GlIcNAcB1-6(GalpB1-3)GalNAcaSer/Thr
Core 3 GIcNAcB1-3GalNAcaSer/Thr
Core 4 GIcNACcB1-6(GIcNAcB1-3)GalNAcaSer/Thr

Tabelle 1: Aufbau der wichtigsten O-Glykane.

Die Core Strukturen kdnnen anschliel3end in grof3er heterogener Vielfalt mit linearen
oder verzweigten Zuckerketten modifiziert werden (Brockhausen and Stanley 2015).
Die Core-1-Synthase, Glykoprotein-N-Acetylgalactosamin-3-beta-
galactosyltransferase, 1 (C1GALT1 oder auch T-Synthase genannt, s. 1.2.4.4)
fungiert hierbei als Schlusselenzym der mucintypischen O-Glykosylierung und bildet
das Core 1 Protein. Es wird auch als T-Antigen bezeichnet (fur ,Thomsen-
Friedenreich-Antigen®, nach den Entdeckern Thomsen und Friedenreich im Jahre
1930 (Friedenreich 1930)) und stellt die haufigste Modifikation des Tn-Antigens dar
(Ju et al. 2002; Ju, Zheng, and Cummings 2006; Ju, Otto, and Cummings 2011b).
Das Tn-Antigen kann jedoch, vor allem im pathologischen Kontext, auch durch die
Sialyltransferase ST6GalNAc-| (Alpha-N-acetylgalactosaminide alpha-2,6-
sialyltransferase) modifiziert werden, wodurch das Sialyl-Tn-Antigen (STn-Antigen)
gebildet wird (Details s. 1.2.4.3). Tabelle 1 fasst den Aufbau der genannten O-

Glykan-Strukturen nochmals zusammen.

1.24.2 GalNAc-Transferasen

Die Polypeptid-GalNAc-Transferasen (ppGalNAcTs oder auch GALNTs abgekurzt),
gehoren zu der grol3en Familie der Glykosyltransferasen. Diese transferieren
einzelne oder auch multiple aktivierte Zuckerreste auf verschiedene Molekule
(Khorolragchaa et al. 2014).
Die Familie der GalNAc-Transferasen umfasst wiederum eine Anzahl von bisher 20
bekannten Isoenzymen (GALNT1 — 20 ) (Hussain, Hoessli, and Fang 2016). Dies ist
besonders erstaunlich, wenn man bedenkt, dass die Isoenzyme alle die gleiche
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biochemische Reaktion katalysieren und nicht umsonst Gegenstand intensiver
Forschung. Nach aktuellem Erkenntnisstand werden die verschiedenen Isoenzyme je
nach Zelle auf unterschiedliche Weise und basierend auf verschiedensten Einflussen
exprimiert. Dadurch konnen Glykosylierungsvorgange auf komplexe Weise reguliert
werden (Beaman and Brooks 2014). Lokalisiert sind die GalNAc-Transferasen im
Golgi-Apparat (Rottger et al. 1998).

Verschiedenste Studien beweisen, dass veranderte Expressionsmuster der GalNAc-
Transferasen, sei es gesteigerte oder verringerte Expression, im Karzinomkontext
eine entscheidende Rolle spielen (Brockhausen 1999; Hussain, Nasir, and Al-Aama
2014). Im Folgenden werden zur Veranschaulichung einige Beispiele genannt.

So konnten Onitsuka und Kollegen beispielweise zeigen, dass ein umgekehrt
proportionaler Zusammenhang zwischen dem GALNT3-Expressionslevel und der
Uberlebensrate bei Patienten mit Magenkarzinomen besteht und postulieren das
Enzym daher als moglichen Prognosemarker (Onitsuka et al. 2003). Ahnliches gilt fur
das GALNT5- (He et al. 2014) und GALNT10-Expressionslevel (Tian and Ten Hagen
2009) in Magenkarzinomzellen. Bei Nierenzellkarzinomen fanden Wissenschaftler
heraus, dass die GALNT3-Positivitat mit der TumorgrofRe und einer schlechten
Prognose korreliert (Kitada et al. 2013). Alterationen der GALNT1-Expression
konnten wiederum z.B. bei Ovarial- (Sellers et al. 2008; Phelan et al. 2010) oder
Blasentumoren (Ding et al. 2012) beobachtet werden. Ferner zeigt sich beim
hepatozellularen Karzinom die GALNT1-Expression hochreguliert, was mit
eindeutiger Prognoseverschlechterung assoziiert ist (Huang et al. 2015). Eine
erhohte Expressionsrate von GALNT13 konnte dagegen bei Lungenkrebs festgestellt
werden (Nogimori et al. 2016). Umgekehrt zeigt eine Studie von Li und Kollegen bei
Pankreaskarzinomen einen eindeutigen Zusammenhang zwischen positiver
GALNT6-Expression und einer besseren Gesamtuberlebensrate, wobei h6hergradige
Differenzierung, kleinere Tumorgrof3e und ein geringeres Tumorstaging eine Rolle
spielen (Li et al. 2011).

All diese Beispiele lassen erkennen, dass GalNAc-Transferasen eine bedeutende
Rolle in verschiedensten Tumorentitaten spielen und verschiedene, weitreichende
Einfliusse auf die Tumormerkmale haben. Hierbei wird au3erdem deutlich, dass, je
nach Organ und Isoenzym, vermehrte als auch verminderte Expression einen

proportionalen Zusammenhang zu malignen Eigenschaften haben kann.
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Der Fokus dieser Arbeit soll dabei insbesondere auf der Glykosyltransferase
GALNT?2 liegen. In der bisherigen Literatur finden sich verschiedene Studien zu den
Folgen veranderte GALNT2-Expression, insgesamt gibt es jedoch weiterhin wenig
Forschungsergebnisse zu der Thematik.

In einer Arbeit zum Neuroblastom konnten Ho und Kollegen beispielsweise
herausfinden, dass GALNT2-Uberexprimierung zu verringerter Tumorzellproliferation
und —invasion fuhrt (Ho et al. 2014). Beim Adenokarzinom des Magens zeigte sich,
dass GALNT2-Herunterregulierung zu Tumorzellwachstum, —invasion und
Metastasierung fuhrt, GALNTZ2 also einen malignitatsmindernden Effekt hat (Liu et al.
2016). In einer anderen Studien zeigten Hu und Kollegen, dass GALNT2 die
Malignitat beim Magenkarzinom uber die Beeinflussung des EGFR-PI3K/Akt-
Signalweges herabsetzt. GALNT2-Knockout bei Magenkarzinomzellen fuhrte zu
verstarkter Phosphorylierung des Epidermal Growth Factor-Rezeptors (pEGFR), was
mit vermehrter Metastasierung und schlechteren Tumorstadien assoziiert war.
Gleichzeitig zeigte sich verminderte Expressionslevel des Tn-Antigens (Hu et al.
2018). Vergleichbare Ergebnisse konnten beim Hepatozellularen Karzinom erzielt
werden (Wu et al. 2011).

Interessanterweise verhalt es sich jedoch beim oralen Plattenepithelkarzinom
gegenteilig, da vermehrte GALNT2-Aktivitat durch Glykosylierung des EGFR in
diesem Fall Tumorwachstum und Invasivitat fordert (Lin et al. 2014). Diesen
proportionalen Zusammenhang konnten Sun und Kollegen ebenfalls beim Gliom
nachweisen. In der von ihnen durchgefuhrten Studie resultierte ein GALNT2-
Knockdown zu verringerter Phosphorylierung sowie Tn-Antigen-Exprimierung des
EGFR, wodurch der bei der Kanzerogenese wichtige EGFR/PISBK/mTOR Signalweg
negativ beeinflusst wurde. Daruber hinaus lie® sich beweisen, dass GALNT2-
Expression mit einem hoheren Tumorstadium, schlechterer Krankheitsprognose und
Zellproliferation sowie -migration assoziiert ist (Sun et al. 2019).

Auch der Lipoproteinstoffwechsel ist als weiterer wichtiger Prozess zu erwahnen, bei
welchem GALNT2 ebenfalls involviert ist. So scheint GALNTZ2 beispielsweise in
verschiedenen Studien regulatorische Einflusse auf den HDL-Stoffwechsel zu haben
(Roman et al. 2015; Khetarpal et al. 2016). Au3erdem lief3 sich bei Patienten mit Typ
2 Diabetes eine reduzierte GALNT2-Expression nachweisen. Dies impliziert, dass

23



GALNT2 ebenfalls im Glukosestoffwechsel eine Rolle zu spielen scheint (Marucci et
al. 2013).

Zusammenfassend ist veranderte Glykosylierung in vielen pathologischen Prozessen
und insbesondere im Tumorkontext zu beobachten. Daher ist die Thematik seit
Jahren von grof3em wissenschaftlichen Interesse (Hollingsworth and Swanson 2004;
Brockhausen and Stanley 2015; Pinho and Reis 2015) und wird als nicht umsonst als
eines der ,Hallmarks of cancer® (Kennzeichen fur Krebs) bezeichnet (Munkley and
Elliott 2016).

1.24.3 Tn- und STn-Antigen

Im ersten Schritt der O-Glykosylierung, katalysiert durch die GalNac-Transferasen,
entsteht das verkurzte O-Glykan Tn-Antigen (GalNAca1-O-Ser/Thr). Dieses wird als
Vorlauferprotein in humanen Zellen im Regelfall weiter prozessiert (s. 1.2.4.1) und
|&sst sich in benignem Gewebe kaum bis gar nicht nachweisen (Ju et al. 2013).
Veranderungen der O-Glykosylierung, insbesondere das Vorliegen des Tn-Antigens
sowie dessen sialysierte Form (STn-Antigen), werden bei vielen Krankheitsbildern,
maldgeblich jedoch bei Tumorerkrankungen beobachtet (Radhakrishnan et al. 2014;
Munkley and Elliott 2016). Entdeckt wurde das Tn-Antigen Ende der 60er Jahre
durch die spezifische Bindung des Schlangenlektins Helix Pomatia Agglutinin (HPA)
an den terminal a-gebundenen GalNAc-Rest (Prokop and Uhlenbruck 1969). Dies gilt
als ein Meilenstein der Geschichte der Glykobiologie. Wenige Jahre spater wurde
erstmalig ein enger Zusammenhang mit Karzinomen beschrieben als
Wissenschaftler deutlich erhdhte Tn-Expressionlevel bei 90% der untersuchten Falle
von Mammakarzinomen finden konnten (Springer, Desai, and Banatwala 1974).
Seither ist die tumorspezifische Antigenstruktur und ihre sialysierte Form von grof3em
wissenschaftlichen Interesse und Gegenstand intensiver Forschung.

Bekannt wurde das Tn-Antigen auch durch die Beschreibung des bereits vor vielen
Jahren entdeckten Tn-Syndroms, auch als Tn-Polyagglutinabilitat bezeichnet. Hierbei
handelt es sich um eine seltene hamatologische Erkrankung, bei welcher ein
erworbener, klonaler Enzymdefekt der beta-1,3-Galactosyltransferase in
hamatopoetischen Stammzellen vorliegt. Dies hat eine deutlich erhdhte Tn-

Expression in den betroffenen Blutzelllinien zur Folge (Bird 1977; Berger 1999). Im
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Regelfall hat dieser Defekt bei den betroffenen Patienten keine klinischen
Auswirkungen, laborchemisch kdnnen jedoch leichte Thrombozyto- und
Leukozytopenien auffallen (Berger 1999). Auch Assoziationen zu Leukamien sind
beschrieben (Ness et al. 1979).

Daruber hinaus liel3 sich interessanterweise auch beim HI-Virus Tn-Expression

nachweisen (Hansen et al. 1991).

Das Tn-Antigen konnte vor allem jedoch in einer Vielzahl von Tumorentitaten
nachgewiesen werden und ist somit als mdglicher histologischer Marker und
pharmakolgischer Angriffspunkt zu werten (Springer 1984, 1997; Desai 2000; Fu et
al. 2016). Allgemein gesprochen korreliert das Expressionslevel dabei negativ mit
dem Grad der Differenzierung und positiv mit der Aggressivitat des Tumors (Springer
et al. 1995). In unzahligen Studien konnte auRerdem ein Zusammenhang zwischen
Tn-Expression und schlechter Prognose bzw. Metastasierungspotential
verschiedenster maligner Erkrankungen gezeigt werden (Desai 2000; Fu et al. 2016).
Dies gilt insbesondere fur Karzinome. Zu nennen waren neben Mammakarzinomen
(Springer 1997; Tsuchiya et al. 1999) beispielsweise kolorektale Karzinome (Barrow
et al. 2013; Wei et al. 2016; Jiang et al. 2018) oder Magenkarzinome (David et al.
1992; Li et al. 2016). Auch Karzinome der Zervix (Terasawa et al. 1996; Carrilho et
al. 2000), der Ovarien (Inoue et al. 1991; Ghazizadeh et al. 1997; Akita et al. 2012),
der Blase (Nishiyama et al. 1987; Langkilde et al. 1992), der Speicheldrisen
(Therkildsen et al. 1993; Fonseca et al. 1994) und der Lunge (Longenecker et al.
1987; Lisowska 1995; Matsumoto et al. 2012; Kato et al. 2021) waren in dem Kontext
zu erwahnen. Das in dieser Arbeit besonders betrachtete Pankreaskarzinom reiht
sich ebenfalls in diese Aufzahlung ein (ltzkowitz et al. 1991; Osako et al. 1993;
Terada and Nakanuma 1996; Hofmann et al. 2015; Doi et al. 2020). Wichtig zu
erwahnen ist die Tatsache, dass auch bei pramalignen Epithellasionen das Tn-
Antigen in erhohtem Mal3e zu finden ist, woraus sich ableiten Iasst, dass es bereits
bei der Tumorentstehung eine Rolle spielt (Berriel et al. 2005; Radhakrishnan et al.
2014). Dies trifft vor allem fur Neoplasien des Pankreas zu (Terada and Nakanuma
1996; Kim et al. 2002).

Die genauen Mechanismen durch die das Tn-Antigen bei der Tumorentwicklung eine
Rolle spielt bleiben jedoch weiterhin unklar. Eine Theorie besagt, dass das Tn-
Antigen u.a. immunmodulierende Effekte auf die Tumorzellen hat (Saeland et al.

2007; Ju et al. 2013).
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Auch die sialysierte Form des Tn-Antigens, das STn-Antigen, findet man in ahnlicher
Weise Uberexprimiert in Tumorzellen verschiedener Entitaten (Ju et al. 2013; Fu et
al. 2016). Als Beispiele lassen sich Kolon- (Dahiya et al. 1992; Karlén et al. 1998),
Magen- (Werther et al. 1994; Tamura et al. 2016), Pankreas- (Osako et al. 1993;
Nanashima et al. 1999), Ovarial- (Kobayashi, Terao, and Kawashima 1992; Akita et
al. 2012) sowie Zervixkarzinome (Carrilho et al. 2000) nennen. In vielerlei Hinsicht
ahneln die wissenschaftlichen Ergebnisse bezuglich der Rolle des STn-Antigens
denen Uber die unsialysierte Form. So zeigt sich bei Magen- und Mammakarzinomen
beispielsweise eine deutliche Korrelation zwischen STn-Expressionslevel und
Tumorwachstum sowie Metastasierungsrate (Julien, Adriaenssens, et al. 2005; Ozaki
et al. 2012). STn-positive Tumorzellen zeigen zusammengefasst ein aggressiveres
Verhalten und spielen bei der Tumorprogression eine wichtige Rolle (Fu et al. 2016).
Es konnte ein Zusammenhang mit onkogenen Eigenschaften wie verringerter
Zellaggregation oder vermehrter Migration und Invasion gezeigt werden (Julien,
Adriaenssens, et al. 2005; Julien, Lagadec, et al. 2005; Pinho et al. 2007; Munkley
2016). Ein bedeutsamer Effekt des STn-Antigens ist aul3erdem die Inhibition der
zytotoxischen Wirkung von NK-Zellen auf zirkulierende Metastasenzellen im Blut
(Ogata, Maimonis, and ltzkowitz 1992). Ebenfalls von Bedeutung ist, dass das
zustandige Enzym, die Sialyltransferase ST6GalNAc-I, in Tumorzellen erhdhte
Expressionslevel sowie gesteigerte Aktivitat zeigt (Marcos et al. 2004; Julien,
Adriaenssens, et al. 2005; Ozaki et al. 2012; Tamura et al. 2016).

1.24.4 T-Synthase und Cosmc

Aus dem Vorlauferprotein Tn-Antigen wird durch die humane core 1 (33-
Galactosyltransferase (C1GALT1), oder auch T-Synthase genannt, das Core 1
Protein bzw. T-Antigen gebildet. Durch das Enzym wird ein Galaktose-Rest mit dem
GalNAc-Ser/Thr-Rest des Tn-Antigens kovalent verknupft (s. Abb. 8). Die Aktivitat
der T-Synthase ist fur die Wissenschaft von besonderem Interesse, da
Veranderungen beim Prozess der Core 1 O-Glycan-Synthese, insbesondere die
dysfunktionale Aktivitat des Enzyms, mit vielen Krankheitsbildern assoziiert sind. Zu
nennen waren neben Tumorerkrankungen (Springer 1984; Ju et al. 2014) auch
Autoimmunerkrankungen wie die gA-Nephropathie (Novak et al. 2001; Zhong et al.
2021) oder Purpura Schonlein Hennoch (Saulsbury 1997). Besonders bedeutsam ist,
dass das Enzym durch fehlende Funktionalitat auch bei der Entwicklung des
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Pankreaskarzinoms eine Rolle spielt, und somit von gro3em Interesse fur das Thema
dieser Arbeit ist (Chugh et al. 2018).

Bei Suppression der T-Synthase zeigen sich erhohte Tn- und STn-Antigen-
Expressionslevel, wahrend die Expression des T-Antigens verringert ist (Barrow et al.
2013).

Die Enzymaktivitat der T-Synthase ist in groem Male von dem Chaperon COSMC
(core 1 3-Gal-T-specific molecular chaperone) abhangig, welches von einem
einzelnen x-chromosomalen Gen codiert wird (Xq24) (Ju and Cummings 2002; Wang
et al. 2010). Chaperone sind spezielle Proteinstrukturen, die neu synthetisierten
Proteinen helfen sich korrekt zu falten. Sie beschleunigen den Prozess der Faltung
ohne selbst dabei Bestandteil der Struktur zu werden. Fur die Mehrzahl der Proteine
gilt, dass sie erst durch ihre abschlieRende Konformationsanderung ganzlich aktiv
werden konnen (Jeng et al. 2015). Das Chaperon COSMC reprasentiert dabei das
zuerst entdeckte Chaperon des Endoplasmatischen Reticulums (ER), welches fir die
Aktivierung einer Glykosyltransferase eine entscheidende Rolle spielt. Dabei bindet
es zur Aktivierung der T-Synthase an die N-terminale Region namens CBRT und ist
mafgeblich fur die korrekte Faltung und Stabilisierung des Enzyms von Bedeutung
(Aryal, Ju, and Cummings 2010; Fu et al. 2016). Anschlieend wird die so aktivierte
T-Synthase zum Golgi-Apparat transportiert und kann ihre physiologische Funktion
aufnehmen (s. Abb. 8).
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Abb. 8: Herstellung von O-Glycanen in Zellen mit funktionierendem Cosmc verglichen mit Zellen, in
denen Cosmc als Chaperon fehlt. Links: das im ER exprimierte Cosmc bindet an die inaktive T-
Synthase und aktiviert diese durch eine korrekte Faltung. Die als Dimer vorliegende T-Synthase
wandert nun in den Golgi Apparat und kann dort ihre Funktion ausiiben. Rechts: Fehlt Cosmc, wird die
neu synthetisierte T-Synthase von anderen Chaperonen gebunden und falsch gefaltet, wodurch sie
ins Zytplasma retransloziert, ubiquitiniert und im 26S-Proteasom abgebaut wird. Dies hat die
Expression von Tn- und STn-Antigenen auf der Zelloberflache zur Folge. Aus (Ju, Otto, and

Cummings 2011a)

In Zellen in denen COSMC fehlt bzw. defekt ist, wird die neu-synthetisierte T-
Synthase falsch gefaltet und an ihrem N-Terminus verkurzt. Das nun fehlgefaltete
Enzym wird durch den ER-assoziierten Degradationsweg (ERAD) abgebaut, indem
es ins Zytosol retransloziert wird, wo es schlieBlich polyubiquitiniert und zum
Proteasom-Abbau freigegeben wird (Ju and Cummings 2002; Ju, Aryal, et al. 2008;
Ju, Otto, and Cummings 2011b) (s. Abb. 8). AuRerdem konnte nachgewiesen
werden, dass fehlende COSMC-AKktivitat eine erhohte Tn-Expression zur Folge hat
(Ju, Lanneau, et al. 2008; Ju et al. 2014). So beobachtet man bei somatischen
Mutationen im COSMC-Gen, wie z.B. in der humanen T-Zell-Leukamie-Zelllinie
Jurkat, fehlende T-Synthase-Aktivitat. Dies hat zur Folge, dass T-Antigen in
vermindertem und Tn-Antigen in erhohtem Ausmal} vorliegen (Schietinger et al.
2006). Wang und Kollegen konnten daruber hinaus auch in vivo durch genetischen
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Cosmc-Knockout beweisen, dass Cosmc-Deletion mit erhohter Tn-Antigen-
Expression korreliert. AuRerdem zeigte sich, dass das Chaperon eine hohe Spezifitat
fur das Enzym T-Synthase aufweist und keinen Einfluss auf andere
Glykosylierungswege hat. In den Mauslinien fuhrte der Verlust von Cosmc zu
verschiedenen phanotypischen Veranderungen, abhangig vom Ausmal} der
genetischen Deletion (teilweise bis zu komplett). So lieden sich von normaler
Entwicklung uber Wachtsumsretardierung bis hin zu embryonaler Letalitat
unterschiedliche Auswirkungen beobachten (Wang et al. 2010). Dies zeigt die
bedeutsame physiologische Funktion des Chaperons COSMC und des
dazugehdrigen Enzyms T-Synthase.

Die Wissenschaftler Ju und Kollegen konnten zudem herausfinden, dass bei
Patienten mit Tn-Syndrom Blutvorlauferzellen haufig somatische Mutationen im
COSMC-Gen zeigen (Ju and Cummings 2005). Dies ist als weiterer Hinweis dafur,
dass COSMC auch im menschlichen Organismus eine wichtige Rolle fur
physiologische Glykosylierungsprozesse spielt, zu werten. In einer spateren Studie
konnten sie aulerdem aufzeigen, dass bei neoplastischen Zellen mit erhdhter Tn-
Expression COSMC nicht selten mutiert ist. Bei Transfektion von LSC-Zellen mit dem
wt (wildtype) COSMC-Gen, welches aus der kolorektalen Karzinomzelllinie LS174T
generiert wurde, konnte dahingegen wiederhergestellte T-Synthase-Aktivitat
beobachtet werden (Ju, Lanneau, et al. 2008). Bei LSC handelt es sich um eine aus
der LS174T-Linie abgeleiteten Zelllinie, bei welcher die Zellen Tn- und STn-Antigen
auf ihren Muzinen exprimieren, wodurch sie die Fahigkeit verlieren T-Antigen zu
synthetisieren und die normalerweise vorhandenen muzintypischen O-Glykan-

Strukturen zu bilden (Brockhausen et al. 1998).

Die genauen Zusammenhange zwischen fehlender COSMC-Aktivitat und den
pathologischen Auswirkungen, besonders im Karzinomkontext, sind jedoch weiterhin
nur wenig verstanden. Hofmann und Kollegen untersuchten die Auswirkungen von
COSMC-Knockout in verschiedenen PDAC-Zelllinien und konnten zum einen
bestatigen, dass die Tn-Antigen-Expressionsrate signifikant steigt, und zum anderen
zeigen, dass dies vermehrte onkogene Eigenschaften der Zellen, wie z.B. gesteigerte
Migration und verminderte Apoptoserate, zur Folge hat (Hofmann et al. 2015). Auch
in der Kolonkarzinom-Zelllinie HT-29-Tn* konnte der Verlust der COSMC gene
coding sequence (CDS) mit fehlender T-Synthase-Aktivitat und vermehrter Tn-
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Expression nachgewiesen werden (Yu et al. 2015).

In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass bei T-Synthase-Uberexpression
ohne die notige COSMC-Koexpression das Protein dem Proteasom-Abbau zugefluhrt
wird. Dies zeigt zum einen erneut, wie essentiell das Chaperon fur die Aktivitat der T-
Synthase ist und zum anderen, dass endogenes COSMC in endlicher Weise vorliegt.
(Ju and Cummings 2002).

1.3 Genetik der Mausmodelle

Inhalt und Ziel dieser Arbeit ist es zwei verschiedene, neu generierte Mauslinien,
insbesondere auf ihre molekularen und phanotypischen Auswirkungen auf das
Pankreas, zu untersuchen und zu vergleichen. Dabei handelt es sich zum einen um
die Mauslinie A mit pankreasspezifischer heterozygoter GalNT2-Uberexpression
nach dem Knock-In-Modell (,transgen®) und zum anderen um die Mauslinie B, bei
welcher, ebenfalls pankreasspezifisch, homozygoter Cosmc-Knockout mit
heterozygoter GalNT2-Uberexpression kombiniert wurde (,tripletransgen®).

Als Hintergrundinformation gilt es zu wissen, dass in einer vorausgehenden Arbeit
von Wolters-Eisfeld und Kollegen die zu dem Zeitpunkt neu generierte
pankreasspezifische Cosmc-Knockout Mauslinie eingehend untersucht wurde.
Hierbei liel3 sich feststellen, dass das molekulare Abschalten von Cosmc im Maus-
Pankreas keine morphologischen oder karzinogenen Konsequenzen hat, sondern
zur Entwicklung eines MODY Typ 8-Phanotyps (Maturity Onset Diabetes of the
Young) fuhrt (Wolters-Eisfeld et al. 2018). Nach diesen Erkenntnissen erfolgte nun
zur weiterfuhrenden Forschung die Entwicklung der Mauslinie B, in welcher Cosmc-
Knockout mit einer GalNT2-Uberexpression kombiniert wurde. Zur Differenzierung
der Ergebnisse ist es nun von Wichtigkeit diese neu generierte Mauslinie (B) auch
mit einer Mauslinie zu vergleichen, in welcher eine reine GaINT2 Uberexpression
vorliegt, daher wurde zusatzlich die Mauslinie A entwickelt und experimentell

untersucht.
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Abb. 9: Genetischer Hintergrund der Mausmodelle. A) Mauslinie A mit GaINT2-Uberexpression
("transgen"); B) Mauslinie B mit Cosmc-Knockout und GalNT2-Uberexpression ("tripletransgen =
TTG").

Zur Veranschaulichung zeigt Abbildung 9 die Entstehung der beiden Mauslinien.

Als Grundprinzip gilt die konditionale Mutagenese. Darunter versteht man den
sequenzspezifischen, gezielten Einbau von Transgenen in das Wirtsgenom (,gene
targeting“) (Rajewsky et al. 1996). Mogliche Ziele kdnnen dabei sein, ein bestimmtes
Gen lokal begrenzt zu inaktivieren (,Gen-Knockout“) oder umgekehrt ein Gen
einzufugen (,Gen-Knockin®).

Bei der Mauslinie A wurde das Knockin-Modell verwendet. Es erfolgte die Insertion
des Transgens (GalNT2) in einen spezifischen Genlocus (Rosa26), welcher sich seit
vielen Jahren als passender Lokus fur Knockin-Linien wissenschaftlich bewahrt hat
(Casola 2010). Die GalNT2-Transkription wird jedoch durch eine vorgeschaltete
gefloxte LSL(lox-STOP-lox)-Kassette verhindert. Um das GalNT2-Gen
pankreasspezifisch aktivieren zu kdnnen wurde die Rosa26-S--GalNT2-T9_Maus mit der
PTf1a*ce-Maus gekreuzt, um sich das sogenannte Cre/loxP-System (Knockout-
Modell) zu nutzen zu machen. Dieses Rekombinase-System benutzt das von
Bakteriophagen gebildete Enzym Cre, welches im Genom die sogenannten loxP-
Stellen erkennt und die flankierten DNA-Sequenzen exzidiert (sog. ,floxing“) (Sauer

and Henderson 1988). Dies geschieht bei den PTf1a*c®-Mausen in der
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Embryonalentwicklung. Die Cre-Rekombinase wird jedoch nur in Zellen mit dem
Genlocus Ptf1a (fur ,Pancreatic specific transcription factor 1a“) exprimiert, wodurch
eine Pankreasspezifitat gewahrleistet werden kann. Durch das Entfernen der LSL-
Sequenz kann das GalNT2-Gen nun abgelesen werden. Die GalNT2-Tg-Mauslinie
besitzt somit im Gegensatz zum Wildtyp ein organspezifisches Uberexprimiertes
GalNT2-Gen im Pankreas, weshalb es im Folgenden auch als ,GalNT2-
Uberexpression“ bezeichnet wird. Es hat sich gezeigt, dass dabei nur heterozygote
transgene Mause lebensfahig sind, da Homozygotie einen letalen Phanotyp zur
Folge hatte.

Zur Generierung der Mauslinie B wurde im ersten Schritt die bereits oben erwahnte
Ptf1a*c-Maus mit der Cosmc™x-Maus verpaart, was durch das Cre-loxP-
Rekombinase-System (s. oben) bei den Nachkommen einen pankreasspezifischen
homozygoten Knockout des Cosmc-Gens (Cosmc™) zur Folge hat (sog. Cosmc-KO-
Mauslinie). Im darauffolgenden Schritt wurde diese Mauslinie mit der Cosmc/o/fox;
Rosa26-S--GaiNT2-T9_Mauslinie gekreuzt, sodass die Nachkommen beider Linien den
Genotyp Ptf1a*cre; Cosmc™; Rosa26-S--62INT2-T9 gufweisen. Dadurch wurden die
Eigenschaften der Pankreasspezifitat, der GaINT2-Uberexpression und des Cosmc-
Knockouts kombiniert, wodurch die Bezeichnung ,tripletransgen®, abgekurzt ,TTG*
entstanden ist.
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2 Material und Methoden

21 Materialien

211 Gerate
Gerat Modell Hersteller
Blot-Apparatur Bio-Rad
Digitalmikroskop Keyence BZ-9000 Keyence
Elektrophoresekammer | Mini-PROTEAN® Tetra Bio-Rad

Vertical Electrophoresis Cell

ELISA reader FLUOstar Omega BMG Labtech
Entwickler-Maschine Curix 60 Agfa
Filmkassette x-ray cassette Rego
Gefrierschrank -20°C Liebherr
Gefrierschrank -80°C Kryotec
Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf
Kdhlschrank +4°C Liebherr
Magnetruhrer IKA® C-MAG HS 7 IKA®
Mikroskop Axio Scope.A1 Zeiss
Mikrowelle Bosch
PCR Arbeitsstation PCR Workstation Pro peqlab
Pipetten 2.5/10/20/100/200/1000 pl Eppendorf
Pipettierhilfen pipetus® Hirschmann
Schattler Orbital Shaker S03 Stuart
SDS-Page Power PowerPac Universal Bio-Rad
Supply
Sicherheitswerkbank HERA safe Heraeus Instruments,
Hanau
Spectrophotometer NanoDrop® ND-1000 peqglab
Thermocycler peqSTAR peqglab
Waage TE 153S Sartorius
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Vortexer

Certomatv® MV

B. Braun Biotech

International
Warmeinkubator B15 Heraus Instruments
Zentrifugen Centrifuge 5417 R Eppendorf
Centrifuge 5430 R Eppendorf
Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Geréte.
2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Produkt Modell Hersteller
Deckglaser verschiedene GrofRen Carl Roth
Eppendorf- 1.5/2 ml Eppendorf
Reaktionsgefale
Filterpapier dick Mini Trans-Blot® Filter Bio-Rad
paper
Filterpapier dunn Whatman® GE Healthcare

Chromatography Filter

Homogenisator mit Glas 2 mi

Pistill

Inkubationskammer fur Carl Roth
Objekttrager

Mikrotiterplatten 96-Loch Eppendorf
Membran-Schalchen Sarstedt

Nitrocellulosemembran

Amersham™ Protran™

GE Healthcare

PROTEAN TGX™

0.45 um NC
Objekttrager Marienfeld
Objekttragergestell mit Wheaton 900200 Wheaton
Anfarbungsschale 20 Objekttrager
Pasteurpipetten Disposable Glass Pasteur | VWR
Pipettes
Pipettenspitzen, versch. Biosphere® Filter Tips Sarstedt
GrofRen
Polyacrylamidgel Long Shelf Life Mini- Bio-Rad
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Precast Gel 4-15%, 10-

well comb, 50 pl/well

Rontgenfilm Medical X-ray film Typon Rontgen
Serologische Pipetten Falcon®, versch. GroRRen | VWR
Zentrifugenrohrchen 10/30 mi VWR

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien.

2.1.3 Chemikalien
Produkt Herstellername Hersteller

Albumin Standard

Albumin Standard

Thermo Scientific

Antikorper-Verdinnungs-
Losung

Antibody diluent

Dako

BCA-Reagenz

Pierce® BCA Protein
Assay Reagent A/B (1:50)

Thermo Scientific

Blot-Entwickler-Substrat

Pierce® ECL Western
Blotting Substrat

Thermo Scientific

Super Signal West Dura
Extended Duration

Substrate

Thermo Scientific

BSA

Albumin from bovine

serum

Sigma-Aldrich

Carbo-Free Blocking

Solution

Carbo-Free ™ Blocking

Solution 10x Concentrate

Vector Laboratories

Denatrierungspuffer

Glycoprotein Denaturing
Buffer 10x Concentrate

New England BioLabs

Destilliertes Wasser
(dH20)

Water

Sigma

Universitatsklinikum

Hamburg-Eppendorf

Eindeckmedium Aquatex® Merck Millipore
Eindeck-Medium mit DAPI | Fluorshield™ with DAPI Sigma-Aldrich
Ethanol Ethanol J.T. Baker
Hamalaun Mayers Hamalaunlosung | Merck KGaA
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HiMark Protein-Standard

HiMark™ Pre-Stained

Protein Standard

Life technologies™

fettarm

Ladepuffer Leammli Sample Buffer Bio-Rad
Methanol Methanol VWR
Milchpulver Blotting grade, pulv., Roth

Neuraminidase

Reaktionspuffer G1

G1 Reaction Buffer
10X concentrate

New England BioLabs

Phosphatase-Inhibitor

Halt™ Protease &
Phosphatase Inhibitor
Cocktail (100X)

Thermo Scientific

Ponceau Rot

Ponceau S

Serva

Protease Inhibitor

Halt™ Protease &
Phosphatase Inhibitor
Cocktail (100X)

Thermo Scientific

Protein-Standard Precision Plus Protein™ | Bio-Rad
Dual Color Standards
Saccharose Sucrose Sigma
Serum-Blockierldsung Protein Block Serum-Free | Dako
TRIS Trizma base Sigma-Aldrich
Tween Tween® 20 Serva
Xylol Xylol J.T. Baker
B-Mercaptoethanol 2- Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Chemikalien.
214 Puffer und Losungen
Losung Zusammensetzung

Blockierlosungen

Milchpulver 5%ig in TBS-T
BSA 5%ig in TBS-T
Carbo-Free ™ Blocking Solution 10%ig in TSM

Homogenisierungspuffer

50 mM Tris (pH 7,5)
1 mM CaClz
1 mM Mg Cl2
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0,32 M Saccharose

Laemmli Ladepuffer (3x)

60 mM Tris/Hcl (pH 6,8)
10% SDS

10% B-Mercaptoehanol
50% Glycerin

1,5% Bromphenolblau

Lyse-Puffer

RIPA-Puffer
Phosphatase-Inhibitor (100x)
Protease-Inhibitor (100x)

SDS PAGE Lauf-Puffer

25 mM Tris/Hcl
190 mM Glycerol
0,1% SDS

(pH 8,3)

Stripping Solution

0,5 M Eisessig
0,5 M NaCl
ad dH20

Western Blot Transfer-Puffer

50 mM Tris (pH 8,0)
380 mm Glycin
0,1% SDS

TBS-T

50 mM Tris-Hcl
0,15 M NaCl (pH 7,6)

TRIS-Puffer (10x)

60 g TRIS
NaCl 85g (pH 7,4)

TSM-Puffer

20 mM Tris/Hcl (pH7,4)
150 mM NacCl

1 mM CaClz

0,01 mM MnCl;

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Puffer und Lésungen.

215 Antikorper

Name Wirt Hersteller
Alexa Fluor® 488 goat-anti rabbit IgG (H+L) | Ziege Life technologies™
Alexa Fluor® 594 goat-anti rabbit IgG (H+L) | Ziege Life technologies™
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HSPAS8 (D12F2) Hase Cell Signaling
Technology

Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody Ziege Cell Signaling
Technology

CD175 Antibody (BRIC111) Maus Thermo Fisher Scientific

CD175s Maus Antikoerper-online.de

Cosmc (K-14) Ziege Santa Cruz
Biotechnology

Anti-GALNTZ2 antibody Hase Abcam®

GALNT2 Antibody Hase Thermo Fisher Scientific

O-GlcNac (CTD110.6), HRP Conjugate Maus Cell Signaling
Technology

Phospho-(Ser/Thr) Phe Antibody Hase Cell Signaling
Technology

Glucagon (D16G10) XP® Hase Cell Signaling
Technology

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary Ziege Thermo Fisher Scientific

Antibody, HRP conjugate

Goat anti-Rabbit IgG-HRP Ziege Santa Cruz
Biotechnology

Goat anti-mouse 1gG-HRP Ziege Santa Cruz
Biotechnology

Mouse anti-goat IgG-HRP Maus Santa Cruz
Biotechnology

Chicken anti-mouse IgG-HRP Huhn Santa Cruz
Biotechnology

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Antikérper.
2.1.6 Lektine

Lektin Hersteller

Biotinylated Vicia Villosa Lectin (VVA) Vector Laboratories

Biotinylated Peanut Agglutinin (PNA) Vector Laboratories

Fluorescein Vicia Villosa Lectin Vector Laboratories
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Lectin PNA, Alexa Fluor® 488 conjugate

Life techologies™

Lectin PNA, Alexa Fluor® 568 conjugate

Life techologies™

Tabelle 7: Ubersicht der verwendeten Lektine.

2.1.7

Hersteller-Kits

Name

Inhalt

Hersteller

BCA™ Protein Assay Kit

Reducing Agent
Compatible

Pierce® BCA Protein Assay
Reagent A

Pierce® BCA Protein Assay
Reagent B

Albumin Standard (2 mg/ml)

Thermo Scientific

Cell & Tissue Staining Kit

AEC Chromogen Buffer

Avidin Blocking Reagent

Biotin Blocking Reagent

AEC Chromogen

Peroxidase Blocking Reagent

Serum Blocking Reagent

HSS-HRP

Biotinylated Anti-rabbit Antibody

R&D Systems

Pierce® ECL Western
Blotting Substrat

Detection Reagent 1:
Peroxidase Solution

Detection Reagent 2: Luminol

Enhancer Solution

Thermo Scientific

SuperSignal® West Dura
Extended Duration
Substrate

SuperSignal® West Dura Stable

Peroxidase Buffer

SuperSignal® West Dura

Luminol/Enhancer Solution

Thermo Scientific

Tabelle 8: Ubersicht der verwendeten Hersteller-Kits.

39



2.2 Methoden

2.21 Biochemische Methoden

2211 Herstellung von Proteinlysaten

Nach der CO2-Totung der Mause beinhaltete der erste Schritt der
Proteinlysatherstellung das Freipraparieren des Pankreas und die Organentnahme.
Darauffolgend wurde das Gewebe mit 0,5 — 2 ml Lyse-Puffer (je nach Organgrofie)
homogenisiert um die Proteine aus den Zellen freizusetzen. Nach 15-minutiger
Wartezeit auf Eis wurden die Proben fur weitere 15 Minuten bei 14000 rpm
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und bei -20°C weggefroren. Anschliefend
stehen die Proteinlysate fur weitere Experimente zur Verfigung.

2.21.2 BCA-Test (Proteinkonzentrationsbestimmung)

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Lysate wurde das BCA™ Protein
Assay Kit und 96-well Mikrotiter-Platten verwendet. Dabei wurden fur die Herstellung
der BCA-LOsung die Reagenzien A und B im Verhaltnis 1:50 gemischt. 200 ul der
Losung wurden zu je 10 ul der zu analysierenden Proben gegeben, nachdem diese
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und 1:10 verdinnt worden sind. Um die
Proteinkonzentration der Proben bestimmen zu konnen wurden auf3erdem je 10 pl
des Albumin-Standards mit je 200 pl der BCA-LOsung versetzt. Bei den Proben
sowie beim Albumin-Standard wurden Doppelbestimmungen durchgefuhrt um eine
hohere Genauigkeit zu erzielen. Nach 20-minutiger Inkubation bei 37°C wurde die
Extinktionsmessung bei 562 nm im ELISA-Reader durchgefuhrt. Mit Hilfe der Omega
Data-Analysis Software konnte die lineare Regression und damit die

Proteinkonzentration der jeweiligen Proben ermittelt werden.

2213 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wird verwendet um Proteine ihrer

molekularen GrofRe nach in einem Gel elektrophoretisch aufzutrennen. Dies stellt die

Vorbereitung fur die anschlieRende Immunoblot-Analyse dar (s. 2.2.1.4).

Es wurden vorgefertigte Gele bestehend aus einem Sammel- und einem Trenngel

verwendet, wobei das Sammelgel dazu dient, die Proben zu konzentrieren und das
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Trenngel dafur da ist diese anschlie3end ihrem Molekulargewicht nach aufzutrennen.
Die Konzentration entscheidet hierbei Uber die Trenneigenschaften der Gele, da zur
Auftrennung von kleineren Molekulen eine grofere Konzentration Acryalamid und
umgekehrt erforderlich ist. Fur die Experimente wurden 4 — 15%ige Gele verwendet.
In die Taschen der Gele wurden zunachst die vorher mit Laemmli-Probenpuffer
versetzten und fur funf Minuten bei 95°C aufgekochten Lysate sowie der
Proteinstandard pipettiert. Im Anschluss wurde die Elektrophorese fir ca. eine
Stunde, zuerst bei 80 V (fur das Sammelgel) anschlieRend bei 120 V (fur das
Trenngel), durchgefuhrt.

2214 Immunoblot-Analyse (Western Blot)

Ein Immonoblot, oder auch als Western Blot bezeichnet, wird verwendet um Proteine
auf eine Tragermembran zu ubertragen, woraufhin diese im Anschluss durch eine
Immunreaktion (s. 2.2.1.5) sichtbar gemacht werden konnen. Es wurde eine 0,45 ym
Nitrocellulose-Membran benutzt, welche zusammen mit dem durch die SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese gewonnen Gel (s. 2.2.1.3), eingebettet in jeweils
einem dunnen und einem dicken Filterpapier, in die Blot-Apparatur eingesetzt wurde.
Unter Verwendung des Transfer-Puffers und einer angelegten Spannung von 100 V
erfolgte der Transport fir 60 Minuten bei 4°C Raumtemperatur. Dabei sorgt das
senkrecht zum Polyacrylamidgel angelegte elektrische Feld fur die Wanderung der
Proteine Richtung Anode, wodurch sie auf die Membran transferiert (,geblottet®)

werden.

2.21.5 Immunreaktion

Im nachsten Schritt konnen die Proteine auf der Membran mittels Immunreaktion
detektiert werden, wofur spezifische Antikorper oder Lektine zum Einsatz kommen.
Zuerst wurde die Membran zur Blockierung der freien Bindungsstellen mit einer
Blockierlosung (Milchpulver oder BSA bei Verwendung von Primar-Antikorpern bzw.
Carbo-Free ™ Blocking Solution bei Lektinen) eine Stunde lang bei Raumtemperatur
abgesattigt. AnschlieRend wurden die Primar-Antikorper bzw. Lektine hinzugegeben
und bei 4°C uber Nacht inkubiert. Es folgten 5x 5-minutige Waschschritte mit TBS-T
am nachsten Tag. Im nachsten Schritt wurden die Membranen mit dem in TBS-T
verdunnten HRP-gekoppeltem Sekundar-Antikorper (entfallt bei Lektinen, da diese
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direkt HRP-gekoppelt sind) fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Kopplung mit dem Marker-Enzym HRP (Meerrettichperoxidase) ist dabei die
notwendige Voraussetzung fur die im nachsten Schritt stattfindende
Chemiluminescence (ECL)-Detektion (s. 2.2.1.6)

2.2.1.6 ECL-Detektion

Hierfur wurde die Membran mit dem Blot-Entwickler-Substrat (meist wurde ECL oder
bei schwachem Signal ,Super Signal“ verwendet) fiir ca. 5 min inkubiert. Uber einen
Rontgenfilm konnten die Banden der gebundenen Proteine anschliel3end sichtbar
gemacht werden.

2.21.7 Entfernen gebundener Antikorper

Um die gebundenen Antikorper von einer Membran wieder zu entfernen wurde diese
zunachst fur 15 min mit der Stripping Solution inkubiert. Es folgten ein kurzer
Waschschritt mit Aqua dest. und eine 10-minutige Neutralisation mit 1M Tris Puffer
(pH 8,0). Anschlieend konnen die Membranen fur neue Immunreaktionen

verwendet werden.

2.2.2 Immunhistochemische Methoden

2221 Entparaffinierung von Paraffinschnitten

Der erste Schritt der Entparaffinierung von Gewebeschnitten beinhaltete die
zweimalige finfminutige Inkubation in reinem Xylol. Im Anschluss daran folgte die
absteigende alkoholische Reihe, beginnend mit 100-, Uber 96- und 80- bis zu
70%igem Ethanol. Dabei erfolgte die Inkubation bei reinem sowie 96%igem Ethanol
jeweils zweimal drei Minuten und bei 80- sowie 70%igem Ethanol jeweils einmal drei
Minuten lang. Anschliel3end wurden die Kuvetten mit den Objekttragern fur
mindestens zwei Minuten in destilliertes Wasser Uberfuhrt. Nach der
Entparaffinierung stehen die Gewebeschnitte fur HE- (s. 2.2.2.2) sowie

immuhistochemische-Farbungen (s. 2.2.2.4) zur Verfugung.
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2222 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) stellt die Standard-Farbung der
Histologie dar. Hierfur wurden die Gewebeschnitte nach der Entparaffinierung (s.
2.2.2.1) fur drei Minuten in Mayers Hamatoxylin Losung getaucht um saure
Strukturen anzufarben. Die Zellkerne farben sich somit blau an. Nach einem kurzen
Bad in destilliertem Wasser folgte die dreiminatige Gegenfarbung mit Eosin, wodurch
Zytoplasma, Kollagen, Keratin und Erythrozyten rot gefarbt werden. AbschlieRend
wurde die Alkoholreihe (s. 2.2.2.1) in aufsteigender Reihenfolge durchlaufen und die
Schnitte eingedeckelt.

2223 Antigendemaskierung

Die Prozedur der Antigendemaskierung dient der Vorbereitung auf
immunhistochemische-Farbungen, da die Gewebefixierung in Formalin zu
Quervernetzungen und Modifikationen von Proteinen fuhrt. Dies hat zur Folge, dass
die Epitope der zu farbenden Antigene fur viele Antikdrper nicht mehr detektierbar
sind. Durch das Verfahren der Antigendemaskierung, auch Retrieval genannt, soll
diese Maskierung wieder rickgangig und die Epitope dadurch wieder zugangig
gemacht werden. Fur die Prozedur wurden die Objekttrager in Citrat-Puffer (pH 8,0)
uberfuhrt und das Ganze zwei Mal fur funf Minuten bei 600 W in der Mikrowelle
aufgekocht. AnschlieRend musste das Ganze mindestens eine Stunde abkuhlen und
abschlief3end kurz mit TBS-T gewaschen werden. Im Anschluss konnen die
Gewebeschnitte fur immunhistochemische Farbungen (s. 2.2.2.4) verwendet werden.

2224 Immunhistochemische Farbungen

Generell muss bei immunhistochemischen Farbungen zwischen Chromogen- und
Fluoreszenzfarbungen unterschieden werden. Bei beiden Methoden konnen
entweder tierische Antikorper oder Lektine zum Einsatz kommen. Bei Lektinen
handelt es sich um Antikorper pflanzlichen Ursprungs, welche direkt an die
gewunschte Proteinstruktur binden. Bei Farbungen mit tierischen Antikorpern
hingegen werden ein Primar- und ein Sekundarantikorper, welcher an den Fc-Teil

des ersteren bindet, verwendet.
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2.2.2.41 Chromogenfarbung

Bei der Immunfarbung von Gewebeschnitten wird ein enzymkonjugierter Antikorper-
Antigenkomplex gebildet. Das Enzym (Peroxidase) reagiert dabei mit dem
Chromogen zum farbigen Endprodukt.

Fur diese Peroxidase-Farbung wurde das Protokoll spezieller Farbe-Kits verwendet.
Nach der Entparaffinierung (s. 2.2.2.1) und Antigendemaskierung (s. 2.2.2.3) folgten
zunachst Blockierungsschritte, welche notwendig sind, um unspezifische Bindungen
des Antikorpers zu verhindern. Zuerst erfolgte das Peroxidase Blocking fur 2 — 5 min,
dann das Serum Blocking fur 10 — 15 min (hinfallig bei Lektin-Farbungen),
anschlie3end das Avidin Blocking fur 15 min und als letzter Schritt das Biotin
Blocking fur nochmals 10 — 15 min. Zwischen dem ersten und zweiten, dem dritten
und vierten, sowie nach dem letzten Blockierungsschritt erfolgten je Waschschritte in
TBS-T fur 2 — 5 min. Als nachstes erfolgte nun die Inkubation mit dem
Primarantikorper bzw. mit dem Lektin. Antikorper wurden, je nach Hersteller-
Empfehlung, meist 1:100 mit der Antibody Diluent Losung verdunnt und die
Objekttrager Uber Nacht bei 4°C damit inkubiert. Die Lektinansatze wurden hingegen
mit HSM-Puffer so angesetzt, dass sie eine Endkonzentration von 10 pg/ml
enthielten, au3erdem wurde noch 1 ul Streptavidin HRP direkt hinzugefugt. Die
Inkubationszeit betrug hierbei eine Stunde bei Raumtemperatur.

Bei der Verwendung von Primarantikorpern folgte am nachsten Tag ein dreimaliges
Waschen fur jeweils 10 min mit TBS-T und die anschliel3ende Inkubation mit dem
biotinylierten Sekundar-Antikorper. Durch die Verwendung von biotinylierten
Sekundar-Antikorpern kann aufgrund der starken Affinitat von Avidin und Streptavidin
zu Biotin das Signal deutlich amplifiziert werden (Bratthauer 2010). Der Sekundar-
Antikorper wurde passend zum Wirt des Primar-Antikorpers gewahlt und je nach
Hersteller-Angabe mit Antibody diluent Losung verdunnt. Die Objekttrager wurden im
darauffolgenden Schritt fur 60 min mit dem Sekundar-Antikorper inkubiert und
anschlie3end erneut drei Mal fur je 10 min mit TBS-T gewaschen.

Im Anschluss daran erfolgte die 30-minutige Inkubation mit High Sensitivity
Streptavidin-konjugierter Meeretichperoxidase (HSS-HRP), welche als
Reporterenzym dient. Nach einem erneuten Waschschritt (drei Mal zwei Minuten mit
TBS-T) folgte schlieBlich die AEC Chromogen Farbung. Diese konnte bei
Lektinfarbungen direkt im Anschluss an die Lektininkubation und dem Waschschritt

erfolgen, da die Ansatze bereits mit HRP gekoppelt worden sind. Zuerst wurde das
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Chromogen angesetzt indem zu je 1 ml Puffer ein Tropfen Chromogen hinzugegeben
wurde, womit die Objekttrager anschlieend fur drei bis 20 min inkubiert wurden
(abhangig von der Reaktionsgeschwindigkeit). Darauffolgend wurden sie fur funf
Minuten mit Aqua dest. gewaschen um danach abschlieRend mit Hamalaun gefarbt
zu werden. Fir diesen letzten Schritt wurde die Kuvette mit den Objekttragern fur
wenige Sekunden in Hamalaun getaucht um anschlief3end fur mindestens drei
Minuten mit Leitungswasser abgewaschen zu werden. Zum Abschluss folgte die

Fixierung mit Deckglaschen, wofur ein wassriges Eindeckmittel verwendet wurde.

2.2.2.4.2 Fluoreszenzfarbungen

Bei Fluoreszenzfarbungen sind weniger Blockierungsschritte notig als bei der AEC
Chromogenfarbung, da die zu verwendeten Sekundar-Antikorper direkt Fluoreszenz-
gekoppelt sind. Somit folgte nach der Entparaffinierung und der
Antigendemaskierung nur ein Blockierungsschritt, das 10-minutige Serum-Blocking
(bei Antikorper-Verwendung) bzw. Carbofree Blocking (bei Lektinen). Danach wurden
die Gewebeschnitte dreimal finf Minuten lang mit TBS-T gewaschen und
anschliefend mit dem Primar-Antikorper bzw. dem Lektin entweder fur eine Stunde
bei Raumtemperatur oder uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag
wurde wieder drei Mal fir 10 min mit TBS-T gewaschen um anschlie3end (nur notig
bei Farbung mit Antikorpern) die Objekttrager mit dem Fluoreszenz-gekoppelten
Sekundar-Antikorper (meist 1:1000) fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubieren
zu lassen. Daraufhin folgte ein erneuter Waschschritt Uber drei Mal funf Minuten in
TBS-T. AbschlieRend wurde mit dem DAPI enthaltenden Eindeckmedium
eingedeckelt.
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3 Ergebnisse

3.1 GalNT2-transgene Mauslinie

3.11 Korper- und Organgewichte

Die Bauchspeicheldruse spielt als exokrines Drisenorgan eine zentrale Rolle fur das
Verdauungssystem, weswegen eine Mangelversorgung im Regelfall mit einem
Gewichtsverlust einhergeht (Dominguez-Muioz et al. 2018). Die Korpergewichte der
GalNT2-transgenen Mause wurden daher mit denen der wildtypischen Mause
verglichen. Hierbei wurden Gewichtsdaten von Jungtieren (sechs Wochen alt) und
alteren Tieren (20 Wochen alt) erhoben. Die Ergebnisse werden in Abbildung 10 als

Kastengrafik dargestellt und miteinander verglichen.

Korpergewichte Wildtyp vs. GalNT2-transgen

o

- - N N
o (&) o (&)}

Korpergewicht [g]

(&)}

p =0,0432 p=0,7105
0

B wT (6 Wochen) M TG (6 Wochen) H WT (20 Wochen) M TG (20 Wochen)

Abb. 10: Kérpergewichte wildtypischer (WT) vs. GalNT2-transgener (TG) Mause der
Altersstufen 6 und 20 Wochen im Vergleich.

In dem Diagramm sind Minimum, Maximum, der Mittelwert (Kreuz) und Median
(Mittelbalken) sowie das erste und dritte Quartil (die Box entspricht dem
Interquartilsabstand) abgebildet. Eventuelle Ausreil3er werden mit einem Punkt
markiert. Um die Daten beider Mauslinien miteinander zu vergleichen wurde als
statistisches Verfahren der ungepaarte t-Test (unpaired t-Test) verwendet. Der p-
Wert als Signifikanzniveau sollte hierbei < 0,05 sein, damit die Nullhypothese, dass
sich die Korpergewichte nicht signifikant unterscheiden, verworfen und der
gemessene Unterschied als statistisch signifikant bezeichnet werden kann. Dies ist
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auch fur die nachfolgenden Diagramme allgemein gultig.

Bei den sechs Wochen alten Mausen zeigt sich der Unterschied der Korpergewichte
knapp signifikant (p = 0,0432), wohingegen sich der Unterschied im Alter von 20
Wochen relativiert und sich nicht mehr als signifikant prasentiert (p = 0,7105).

Neben den Korpergewichten wurden auch die Organgewichte der Pankreata beider
Mauslinien ermittelt. Abbildung 11 zeigt die statistische Auswertung der
Gewichtsdaten, wobei die gleichen Altersstufen wie in Abbildung 10 abgebildet sind.

Pankreas Organgewichte Wildtyp vs. GalNT2-transgen
0,16

0,14
0,12 *
0,1

0.04 é

0,02
0 p <0,0001 p < 0,0001

Organgewicht [g]

I WT (6 Wochen) [l TG (6 Wochen) [l WT (20 Wochen) [l TG (20 Wochen)

Abb. 11: Pankreas Organgewichte wildtypischer (WT) vs. GaINT2-transgener (TG)

Mause der Altersstufen 6 und 20 Wochen im Vergleich.

Die Organgewichte der GalNT2-transgenen Mauslinie sind dabei in beiden
Altersstufen im Vergleich zum Wildtyp signifikant vermindert (jeweils p < 0,0001).
Somit hat eine GalNT2-Uberexpression eindeutige Auswirkungen auf die
Organentwicklung des Pankreas.
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3.1.2 Makroskopie

Um die Organe der transgenen Tiere makroskopisch mit dem wildtypischen
Erscheinungsbild vergleichen zu kdnnen, wurden Pankreas Praparate von 8 Wochen

alten Mausen nach der Organentnahme in Formalin eingelegt und abfotografiert.

WT GaINT2-Tg

m ” Abb. 12: Makroskopische Pankreas Praparate,

Wildtyp (WT) vs. GalNT2-Uberexpression
(GaINT2-Tg) im Alter von 8 Wochen.

Auf Abbildung 12 sind beide Praparate im Vergleich zu sehen. Das optische
Ergebnis deckt sich dabei mit den unter 3.1.1 beschriebenen signifikant geringeren
Organgewichten, da auf der Abbildung ein deutlicher GroRenunterschied im
Vergleich zum Wildtyp zu sehen ist. Im Alter von acht Wochen erscheint das Organ
der Wildtyp-Maus in seiner Masse mehr als doppelt so grol3 im Vergleich zum
altersidentischen Praparat der transgenen Mauslinie und scheint auch in seiner

Struktur verandert zu sein.

3.1.3 Mikroskopie

Beim Pankreas handelt es sich um eine gemischte Druse, bestehend aus einem
exokrinen, rein serosen und einem endokrinen Anteil (s. 1.1). Der exokrine Anteil
macht den Grol3teil des Gewebes aus und bestimmt somit mafigeblich das
mikroskopische Erscheinungsbild. Zur histologischen Beurteilung des Pankreas bei
Tieren mit GaINT2-Uberexpression wurden HE-Farbungen (s. 2.2.2.2) angefertigt.
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o

Abb. 13: HE-Farbung Pankreas; Wildtyp vs. GalNT2-Uberexpression verschiedener Alterstufen.

Sternmarkierung: Fettzellen; Pfeilmarkierung: Bindegewebe. 100-fache Vergréfierung.

Zu sehen ist in Abbildung 13 der Vergleich verschiedener Altersstufen zum Wildtyp.
Dabei wurden die Praparate zwei, vier und sieben Wochen alter Tiere verglichen, um
insbesondere Einwirkungen auf die frihe Entwicklung des Pankreas sowie den
ungefahren Zeitpunkt mdglicher Veranderungen bei den transgenen Tieren zu
untersuchen.
Bei den zwei und vier Wochen alten Mausen zeigt sich noch kein wesentlicher
Unterschied zum Wildtyp. Hierbei ist jedoch zu bedenken, dass insbesondere bei den
zwei Wochen alten Jungtieren das Drisengewebe noch nicht voll ausgebildet und
verglichen zum ausgewachsenen Organ mit mehr Bindegewebe durchsetzt ist. In der
Altersstufe von sieben Wochen wird ein deutlicher Unterschied im histologischen
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Erscheinungsbild sichtbar. Wahrend beim Wildtyp das Pankreasgewebe mittlerweile
deutlich mehr ausgereift ist und einen dichten Verband aus Azinuszellen sowie einige
Langerhans-Inseln aufweist, ist beim Bild der GaINT2-transgenen Mauslinie ein
sichtbarer Verlust des physiologischen Drisengewebes zu beobachten. Stattdessen
zeigen sich vor allem vermehrt Fettzellen (Adipozyten, beispielhaft mit Stern
markiert), aber auch vermehrte Fibrosierung (Pfeilmarkierung). Vereinzelte
Drisenlappchen zeigen physiologische Konfiguration, die Mehrheit der
Drisenverbande ist jedoch aufgelockert und nur als einzelne Azinuszellen zu finden.

Die angeschnittenen Langerhans-Inseln links oben im Bild erscheinen unverandert.

3.1.4 Immunmarkierung

3.1.41 Nachweis von GalNT2 mit GALNT2-Antikorper

Bei der neu generierten Mauslinie A mit genetischer GalNT2-Uberexpression (s. 1.3)
ist es von besonderer Bedeutung herauszufinden, ob sich die vermehrte GalNT2-
Expression immunhistochemisch als auch molekularbiologisch nachweisen lasst, und
daruber hinaus welche Verteilung sie im histologischen Bild zeigt. Um dies zu
untersuchen wurden zum einen immunhistochemische Farbungen (s. 2.2.2.4) und

zum anderen Western Blots (s. 2.2.1.4) mit GALNT2-Antikdrpern angefertigt.

Abb. 14: Chromogenfarbung Pankreas mit GALNT2-Antikdrper (rot). 200-fache Vergréerung.

Abbildung 14 zeigt das Ergebnis der GALNT2-Antikdrper-Chromogenfarbung beim
Wildtyp im Vergleich zur transgenen Maus. Positiver Antigen-Nachweis wird dabei
mit einer Rotfarbung markiert. Beim Wildtyp ist kein Antigennachweis zu
verzeichnen, wohingegen beim Bild der transgenen Maus in der Mehrzahl der
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Azinuszellen deutliche GALNT2-Positivitat nachzuweisen ist. Es zeigen sich jedoch
auch GALNT2-negative Zellen. Insgesamt lasst sich das Verteilungsmuster der
positiven Areale als homogen bezeichnen. Interessanterweise ist auch bei den Zellen
der Langerhansinsel (Mitte links unten im Bild) eine intensive Rotfarbung zu

erkennen.

Zum GalNT2-Nachweis bei den transgenen Tieren wurden neben Chromogen- auch
Fluoreszenz-GALNT2-Antikorper-Farbungen vom Pankreas durchgefuhrt. Zusatzlich
zur speziellen Antikorper-Farbung wird bei Fluoreszenzfarbungen immer auch mit
dem Farbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) gefarbt. DAPI dient hierbei zur
DNA-Markierung, sodass die Zellkerne angefarbt werden. Bei Anregung mit
ultraviolettem Licht fluoresziert es blau (das Absorptionsmaximum liegt bei einer
Wellenlange von 358 nm, das Emissionsmaximum bei 461 nm). Der GALNT2-
Antikorper wurde mit einem fluoreszierenden Sekundar-Antikorper gekoppelt,
welcher sein Emissionsmaximum bei 520 nm (Anregungsmaximum: 488 nm) hat und
somit griin leuchtend erscheint. Beim Ubereinanderlegen (Overlay) beider Bilder
lasst sich so ein Uberblick tber des Praparats generieren.

wT GalNT2-Tg

Abb. 15: Fluoreszenzfarbung Pankreas mit DAPI (blau) und GALNT2-Antikdrper (griin). 100-fache

Vergrofierung.

Abbildung 15 zeigt das Ergebnis der Fluoreszenzfarbung des Wildtyps im Vergleich
zum transgenen Typ. Beim Praparat mit GalINT2-Uberexpression wird in der
Mehrzahl der Zellen ein deutlich positives grin leuchtendes Signal sichtbar, auch
wenn die Verteilung nicht vollkommen homogen erscheint. Beim Wildtyp hingegen ist
der GALNT2-Antigen-Nachweis ganzlich negativ.
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Neben immunhistochemischen Methoden wurden auch Western Blots als
molekularbiologisches Verfahren zum Antigennachweis durchgefuhrt. Daflr wurden
nach der Pankreas-Praparation zunachst Protein-Lysate (s. 2.2.1.1) angefertigt.
Mittels eines BCA-Tests wurde anschliel3end der Proteingehalt der Proben bestimmt
(s. 2.2.1.2). Dies ist die Voraussetzung dafur, dass bei der spateren Immunoblot-
Analyse (Western Blot) in allen Proben die Verwendung der gleichen Proteinmenge
gewabhrleistet werden kann, da nur dann die Ergebnisse quantitativ miteinander
verglichen werden konnen. Als Vorbereitung auf den Western Blot musste zunachst
eine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefuhrt werden (s.
2.2.1.3). Diese biochemische Methode dient zur Auftrennung der Proteine nach ihrer
Molekilmasse in einem elektrischen Feld. Anschlieliend kdnnen die
Proteinstrukturen mit Hilfe des Immunoblots weiter analysiert werden, um das
Vorhandensein eines spezifischen Proteins in der Proteinmischung nachweisen zu
konnen. Die Proteine werden dabei auf eine Membran transferiert (s. 2.2.1.4). Im
darauffolgenden Schritt kdnnen einzelne Proteine mit spezifischen Antikorpern
identifiziert werden (Immunreaktion, s. 2.2.1.5). Durch die Verwendung HRP-
konjugierter Sekundarantikorper gelingt durch eine Luminiszenzreaktion (ECL-
Detektion, s. 2.2.1.6) der qualifizierte Proteinnachweis in Form einer Bande.

Um schlieBlich auch auf Proteinebene GalNT2-Expression nachweisen zu kdnnen
wurden Western Blots von wildtypischen und transgenen Pankreas-Praparaten mit
einem GALNT2-Antikorper sowie anschlieRend mit HSPAS8 als Ladekontrolle

angefertigt.
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WB: GALNT2-AK Abb. 16: Western Blot (WB) zur Darstellung von GALNT2-
70__ R ey Antigen mittels GALNT2-Antikérper (AK) bei GaINT2-
HSPAS Uberexpression. Ladekontrolle mittels HSPAS.
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Abbildung 16 zeigt das Ergebnis dieser Immundetektion. Zu sehen ist eine deutliche
Bande bei 65 kDa, die sich beim Wildtyp hingegen nicht zeigt. Somit ist auch der

molekularbiologische Nachweis von GalNT2 bei der transgenen Mauslinie gelungen.

Zusammenfassend Iasst sich feststellen, dass sich bei der genetisch neu generierten
GalNT2-Tg-Mauslinie die GaINT2-Expression sowohl immunhistochemisch als auch

molekularbiologisch eindeutig nachweisen lasst.

3.14.2 Nachweis von T-Antigen mit PNA

Bei der Mauslinie mit genetischer GaINT2-Uberexpression galt es insbesondere die
moglichen Auswirkungen auf die Wege der O-Glykosylierung (s. 1.2.4) zu untersuchen, da
diese Mauslinie in der Forschung eine bis dato unbekannte Neuheit darstellt. Neben
verschiedenen Antikorpern tierischen Ursprungs stehen auch pflanzliche Lektine zur
Untersuchung von Kohlenhydratstrukturen zur Verfugung. Bei Lektinen handelt es sich um
komplexe Proteinstrukturen, welche mit spezifischen Glykananteilen von Glykoproteinen
bzw. -lipiden Bindungen eingehen konnen. Dabei I6sen sie jedoch keinerlei enzymatische
Reaktion aus (Goldstein and Hayes 1978). Sie sind in der Natur weit verbreitet und finden
auf Grund ihrer technisch einfachen Reinigung sowie ihrer Stabilitat und Spezifitat grol3e
Anwendung in der wissenschaftlichen Forschung.

Bei dem hier zur Fluoreszenzmarkierung verwendeten Lektin PNA (Peanut Agglutinin)
handelt es sich um ein spezielles Lektin, welches den Zuckerrest Gal-$(1-3)-GalNAc
(Galactose-B1-3-N-Acetylgalactosamin-a1-Ser/Thr), bekannt als T-Antigen (s. 1.2.4.1),
erkennt (Skutelsky et al. 1977). Bei nachgewiesener Positivitat leuchtet es rot. Gleichzeitig
wurde mit dem Fluoreszenz-gekoppelten Lektin VVA (Vicia Villosa Agglutinin) gefarbt,
welches bei Antigenbindund grun leuchtet. Das Lektin VVA bindet bevorzugt an a- oder -
gebundene terminale N-Acetylgalactosamine, insbesondere an das Tn-Antigen (GalNAc-O-
Ser/Thr) (Tollefsen and Kornfeld 1983; Piller, Piller, and Cartron 1990).

Um also der Frage nachzugehen, welche moglichen Alterationen der O-Glykosylierung im
Pankreas durch GalNT2-Uberexpression entstehen, wurden PNA- und VVA-
Fluoreszenzfarbungen in Kombination durchgefuhrt (s. 2.2.2.4.1).
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GalNT2-Tg

Abb. 17: Fluoreszenzfarbung Pankreas mit DAPI (blau), PNA (rot) und VVA (griin, hier nicht zu
erkennen). 100-fache VergroRerung.

Abbildung 17 zeigt das Ergebnis dieser Doppelfarbung beim Wildtyp und bei den transgenen
Mausen im Vergleich. Zunachst fallt auf, dass VVA, welches sich grun leuchtend
prasentieren wirde, keinerlei Positivitat zeigt, weder beim Wildtyp (was den Erwartungen
entspricht), noch beim GalNT2-Tg-Praparat. Folglich lasst sich auch bei GalNT2-
Uberexpression kein Tn-Antigen nachweisen.

PNA hingegen, welches bei positiver Bindung rot leuchtend erscheint, lasst sich in
beiden Praparaten nachweisen, wobei beim GalNT2-Tg-Praparat insgesamt mehr
Intensitat zu verzeichnen ist. Somit wird deutlich, dass durch vermehrte GalNT2-
Expression auch vermehrt T-Antigen gebildet wird. Dies lasst den Ruckschluss zu,

dass der physiologische Signalweg der O-Glykosylierung (Tn-Antigen = T-Antigen,
katalysiert durch die Cosmc-abhangige T-Synthase; s. 1.2.4.1) weiterhin ablaufen

und sich der vermehrten GalNT2-Aktivitat anpassen kann, sodass am Ende vermehrt
T-Antigen gebildet wird. Die Uberlegung, ob bei GaINT2-Uberexpression Tn-Antigen
entstehen konnte, zeigt sich hingegen als unbestatigt.

Um die beschriebenen Beobachtungen bezuglich der T-Antigen-Expression auch in

Form eines quantifizierten Proteinnachweis zu verifizieren, wurde ebenfalls mit PNA

eine Immunoblot-Analyse durchgefuhrt.
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Das Ergebnis ist in Abbildung 18 zu sehen. Dabei wurde zunachst der regulare
Proteinstandard (a) verwendet. Beim Wildtyp als auch bei der transgenen Maus
lieRen sich deutlich sichtbare Banden im hochmolekularen Bereich >250 kDa
detektieren, wobei zwischen beiden Banden ein deutlicher Hohenunterschied zu
verzeichnen ist. Die genaue Molekulgroflie ist anhand der Skalierung des regularen
Proteinstandards schwer abzuschatzen, deutlich wird jedoch, dass beim GalNT2-Tg-
Praparat die MolekulgroRe der mit PNA delektierten Proteine weit Uber der des
Wildtyp-Praparats liegt. Dartber hinaus fallt auf, dass beim Wild- sowie beim
transgenen Typ nicht nur eine scharf begrenzte Bande zu sehen ist, sondern dass
sich die Banden eher unscharf prasentieren und sich auch positiver PNA-Nachweis
in den niedrigeren Molekularbereichen erahnen lasst. Um die hochmolekularen
Banden genauer analysieren zu kdnnen wurde im nachsten Schritt ein spezieller
Proteinstandard fur Proteine mit hohem Molekulargewicht (HiMark™ Pre-Stained
Proteinstandard) verwendet (b). Beim Wildtyp zeigt sich, Ubereinstimmend mit dem
Ergebnis unter a), eine Bande bei ca. 300 kDa, wobei zusatzlich auch PNA-Bindung
im hochmolekularen Bereich >460 kDa in geringer Menge zu erahnen ist. Daruber
hinaus zeigt sich interessanterweise bei beiden Praparaten eine zusatzliche
schwache Bande bei ca. 115 kDa. Die unter a) detektierte hochmolekulare Bande
des transgenen Praparats lasst sich unter Verwendung des HiMark Proteinstandards
als breite Bande im hochmolekularen Bereich >460 kDa identifizieren. Die genaue
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Molekilmasse der detektierten Glykoproteine lasst sich jedoch weiterhin nicht
feststellen, da sie weit Uber der hdchsten Skalierung von 460 kDa liegt.
Zusammenfassend zeigt Abbildung 18, dass sich zum einen positive PNA-Bindung
bei der Mauslinie mit GaINT2-Uberexpression nachweisen lasst (vergleichbar zu den
Ergebnissen der Fluoreszenz-Mikroskopie) und zum anderen, dass sich der Grof3teil
der durch PNA detektierten Glykoproteine verglichen zum Wildtyp im deutlich
hoheren kDa-Bereich befindet (>460), was den Ruckschluss auf aberrante O-

Glykosylierung mit vermehrter T-Antigen-Expression im Pankreas zulasst.
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3.2 Tripletransgene Mauslinie (Cosmc-KO; GalNT2-Tg)

3.21 Korper- und Organgewichte

Analog zu den Ergebnissen der GalNT2-transgenen Mauslinie (s. 3.1.1) wurden auch
bei der tripletransgenen (TTG) Mauslinie Korper- und Organgewichte erhoben und
mit alsterentsprechenden wildtypischen Mausen verglichen. Da die Mause der TTG-
Linie zumeist nicht das Alter von 20 Wochen erreichten, wurden die Daten der sechs

Wochen alten Tiere abgebildet.

Korpergewichte Wildtyp vs. tripletransgen
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Abb. 19: Korpergewichte 6 Wochen alter wildtypischer (WT) vs. tripletransgener
(TTG) Méuse im Vergleich.
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Abb. 20: Pankreas Organgewichte 6 Wochen alter wildtypischer (WT) vs.
tripletransgener (TTG) Mause im Vergleich.
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Die Koérper- (s. Abb. 19) als auch die Organgewichte (s. Abb. 20) zeigen sich bei den
Tieren der tripletransgenen Mauslinie im Vergleich zum Wildtyp statistisch signifikant
vermindert (jeweils p < 0,001). Somit lassen sich eindeutig phanotypische
Auswirkungen der genetischen Mutationen mit Cosmc-Knockout und GalNT2-
Uberexpression nachweisen, wobei insbesondere die deutlich verringerten
Kérpergewichte den Rickschluss auf eine mangelnde Pankreasfunktion zulassen.

3.2.2 Makroskopie

Der erste notwendige Schritt zur Untersuchung der Bauchspeicheldriise der Mause
beinhaltete die sorgfaltige Praparation des Organs. Schon der makroskopische Blick
auf das Pankreas in situ kann hierbei erste Hinweise auf mogliche Pathologien oder
Unterschiede zwischen Wildtyp und tripletransgener Mauslinie liefern. Aus diesem
Grund wurden in situ Fotografien beim Wildtyp als auch bei der TTG-Mauslinie

angefertigt.

Abb. 21: In situ Fotografie Wildtyp (WT) vs. Tripletransgene Mauslinie (TTG).
(Abk.: Duo = Duodenum, Ma = Magen, Pa = Pankreas)

Abbildung 21 zeigt exemplarisch den Vergleich beider Mause. Zur besseren
anatomischen Orientierung wurden neben dem Pankreas (Pa) auch der Magen (Ma)
sowie das Duodenum (Duo) markiert. Hierbei wird schon makroskopisch ein
deutlicher Unterschied zwischen beiden Organen sichtbar. Wahrend sich beim
Wildtyp das Organ physiologisch darstellt, prasentiert es sich bei der TTG-Maus
deutlich verkleinert und auch in seiner Gewebestruktur sowie Farbe verandert. Dies
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deckt sich mit den unter 3.2.1 beschriebenen Ergebnissen. Das Erscheinungsbild
erinnert dabei an ein entzundliches Geschehen.

3.2.3 Mikroskopie

Zentrales Ziel dieser Arbeit ist es die Auswirkungen der genetischen Veranderungen
der neu generierten Mauslinien auf das Pankreas zu untersuchen. Dabei sind
insbesondere die Veranderungen der O-Glykosylierung auf biochemischer Ebene
sowie die daraus resultierenden Auswirkungen auf den Phanotyp und die exokrine

Pankreasfunktion (und deren Zusammenhange) von Interesse.

Die unter 3.2.1 beschriebenen Ergebnisse zeigen zunachst auf, dass die Mause der
TTG-Linie ein deutliches Wachstumsdefizit aufweisen und dass auch das Gewicht
des Pankreas deutlich vermindert ist. Der wachstumsgeminderte Phanotyp scheint
hierbei eindeutig im Zusammenhang mit der Pankreasfunktion zu stehen, da die
genetischen Alterationen im Vergleich zum altersentsprechenden Wildtyp
pankreasspezifisch sind. Den Zusammenhang zwischen Phanotyp und aberranter
Glykosylierung im Pankreas gilt es weiter zu untersuchen.

Um herauszufinden wie sich das Organ histologisch darstellt und ob sich
moglicherweise Pathologien durch die Kombination aus GaINT2-Uberexpression und
Cosmc-Knockout zeigen, wurden Paraffinschnitte angefertigt und mit der klassischen
HE-Farbung versehen (s. 2.2.2.2). Auch der histologische Vergleich mit den
Ergebnissen der GalNT2-Tg-Mauslinie (s. 3.1.3) ist hierbei von besonderem

Interesse.
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Abb. 22: HE-Farbung Pankreas Wildtyp vs. TTG-Mauslinie verschiedener Altersstufen.

Sternmarkierung: Bindegewebe; Pfeilmarkierung: Fettzellen. 100-fache Vergréferung.

Abbildung 22 zeigt das Ergebnis der HE-Farbung beim Wildtyp verglichen mit der
TTG-Mauslinie in verschiedenen Altersstufen. Wie auch bei den GalNT2-Tg-Mausen
wurden die Altersstufen zwei, vier und sieben Wochen untersucht um ein besseres
Verstandnis fur die zeitliche Entwicklung der mdglichen pathologischen
Veranderungen zu gewinnen. Vergleichbar mit den Ergebnissen der transgenen
Mause (s. 3.1.3) zeigen die Praparate der zwei Wochen alten Jungtiere keine
wesentlichen Differenzen im histologischen Bild. Zu sehen ist beim Wild- als auch
beim TTG-Typ altersentsprechendes physiologisches Pankreasgewebe, welches
sich noch in der Entwicklung befindet. Beim histologischen Vergleich der vier
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Wochen alten Tiere wird hingegen bereits ein deutlicher Unterschied sichtbar. Im
Gegensatz zum Wildtyp fallt zunachst ein atrophisches und aufgelockertes
Drusengewebe auf. Die Drusenlappchen zeigen im Vergleich zum Wildtyp keine
physiologische Konfiguration und sind statt dicht beieinander liegend von
BindegewebsstralRen durchzogen sowie atypischen Zellen umgeben. Ein ahnliches
Bild prasentiert sich beim sieben Wochen alten TTG-Praparat, wobei die
pathologischen Veranderungen progredient erscheinen. Die histopathologischen
Merkmale Atrophie, Fibrosierung und Zellinfiltration sind nochmals deutlicher
ausgepragt. Neben dem bindegewebigen Umbau (beispielhaft mit Stern markiert)
zeigen sich auch vereinzelt Fettzellen (beispielhaft mit Pfeil markiert), jedoch
bestimmen sie weitaus weniger das histologische Erscheinungsbild als beim
altersgleichen Praparat der transgenen Mauslinie (vgl. Abb. 13). Bei der Infiltration
atypischer Zellen handelt es sich vermutlich um Entzindungszellen wie
Lymphozyten. Insgesamt erinnert das histologische Erscheinungsbild an das Bild
einer chronischen Pankreatitis mit diffuser interstitieller Fibrose, Abflachung des
normalerweise zylindrischen Drusenenpithels und assoziierter Atrophie des
exokrinen Pankreasparenchyms (vgl. 1.1.2.1.2, Abb. 2).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass ab einem Alter von ungefahr vier
Wochen bei den TTG-Mausen ein fibrotischer Umbauprozess mit assoziierter
Atrophie des azinaren Pankreasparenchyms beginnt. Das histologische
Erscheinungsbild zeigt dabei eindeutige Ubereinstimmungsmerkmale mit dem Bild
einer chronischen Pankreatitis. Diese Erkenntnisse unterscheiden sich von den
histologischen Ergebnissen der GalNT2-Mauslinie, bei welcher insbesondere die
Invasion von Fettzellen im Vordergrund steht (s. 3.1.3).

3.2.4 Immunmarkierung

3.241 Nachweis von GalNT2 mit GALNT2-Antikorper

Bei der tripletransgenen Mauslinie wurden die genetischen Alterationen Cosmc-
Knockout und GalNT2-Uberexpression kombiniert. Wie auch bei den
Untersuchungen der Mauslinie mit ausschlieRlicher GalNT2-Uberexpression ist es
zunachst von Interesse die GalNT2-Expression zu Uberprifen und mit den
Ergebnissen der transgenen sowie wildtypischen Mause zu vergleichen. Folglich
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wurden bei der TTG-Mauslinie ebenfalls immunhistochemischen Farbungen mit
GALNT2-Antikorper durchgefuhrt.

WT TTG

Abb. 23: Fluoreszenzfarbung Pankreas mit DAPI (blau) und GALNT2-Antikérper (griin).

Abbildung 23 zeigt das Ergebnis der GALNT2-Antikorper-Fluoreszenzfarbung
(Wildtyp- vs. TTG-Praparat). Wie auch bei den Fluoreszenzfarbungen der GalNT2-
Tg-Mauslinie (s. 3.1.4.1) wurde der GALNT2-Antikorper mit einem grin
fluoreszierenden Sekundarantikorper gekoppelt. Zunachst ist eine eindeutige
Antigen-Antikorper-Bindung beim TTG-Praparat und ein negatives Ergebnis bei der
Wildtyp-Kontrolle zu erkennen. Interessanterweise ist eine nicht vollkommen
gleichmafige Verteilung der GALNTZ2-positiven Areale zu beobachten, da es auch
eindeutig GALNT2-negative Bereiche gibt. Die mit DAPI angefarbten Kernstrukturen
lassen jedoch die Vermutung zu, dass es sich bei den GALNT2-positiven Arealen
hauptsachlich um die verbliebenen physiologischen Azinuszellverbande handelt, die,
wie unter 3.2.3 beschrieben, zum groRRen Teil fibrotisch und mit atypischen Zellen
durchsetzt sind.

3.24.2 Nachweis von Tn-Antigen mit Tn-Antikérper und VVA

Der verklrzte Zuckerrest GalNAc-O-Ser/Thr (Tn-Antigen) ist im gesunden
Pankreasgewebe nicht nachweisbar, da beim Vorgang der O-Glykosylierung
besagter Glykanrest mit Hilfe verschiedener Glykosyltransferasen zu grofer
verzweigten Core-Strukturen erweitert und somit maskiert wird (s. 1.2.4.1). Aberrante
Glykosylierung und insbesondere der Nachweis des Tn-Antigens wird in der Literatur
im Zusammenhang mit verschiedenen Karzinomen, insbesondere des

Gastrointestinal-Trakts, beschrieben (s. 1.2.4.3). Die genauen Zusammenhange sind
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dabei noch nicht vollstandig verstanden und aktuell von gro3em Interesse in der
wissenschaftlichen Forschung. Durch die Generierung der Mauslinien mit A)
pankreasspezifischer GalNT2-Uberexpression (GalNT2-tg) sowie B) GalNT2-
Uberexpression kombiniert mit Cosmc-Knockout (TTG) wurde die Méglichkeit
geschaffen weitere Untersuchungen bezuglich aberranter Glykosylierung in vivo
durchzufuhren, mit dem langfristigen Ziel die biochemischen Ablaufe sowie die
Auswirkungen auf das Pankreas besser nachvollziehen zu konnen.

Insbesondere bei der tripletransgenen Mauslinie stellt sich die Frage, ob die
Kombination aus vermehrter GalNT2-Expression und genetischem Knockout des fur
die T-Synthase essentiellen Chaperons Cosmc ein erhohtes Tn-Expressionslevel zur
Folge hat. Untersuchungen mit Pankreaskarzinomzelllinien haben bereits in vitro
gezeigt, dass durch alleinigen Cosmc-Knockout nachweislich Tn-Expression induziert
wird (Hofmann et al. 2015). In besagter Studie konnte die vermehrte Entwicklung
onkogener Eigenschaften der Zellen, wie z.B. gesteigerte Migrations- oder
verminderte Apoptoselevel, beobachtet werden. Dies lasst einen eindeutigen
Zusammenhang zwischen Cosmc-Knockout, vermehrter Tn-Expression und

Pankreaskarzinogenese vermuten.

Um der Fragestellung nachzugehen welche Veranderungen durch die Kombination
aus Cosmc-Knockout und GalNT2-Uberexpression in vivo induziert werden, wurden
Fluoreszenzfarbungen mit verschiedenen Antikorpern und Lektinen (s. 2.2.2.4.2)
durchgefuhrt. In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse bezuglich des Tn-Antigen-

Nachweises besprochen.

WT TTG

Abb. 24: Fluoreszenzfarbung Pankreas mit DAPI (blau) und Tn-Antikdrper (griin).
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Auf Abbildung 24 ist das Ergebnis der Fluoreszenzfarbung mit einem gegen das Tn-
Antigen gerichteten tierischen Antikorper zu sehen. Dabei wurde standardmafig der
Vergleich zum Wildtyp abgebildet. Zu sehen sind einzelne positiv aufleuchtende
Areale, die relativ gleichmalig, insgesamt jedoch eher sparlich verteilt sind. Das
Wildtyp-Praparat zeigt hingegen erwartungsgemal keinerlei positiven Nachweis.

Neben Tn-Antikorpern stehen verschiedene Lektine, welche das Tn-Antigen
erkennen und binden, fur immunhistochemische Farbungen oder Western Blots zur
Verfugung. Einer der bekanntesten und am haufigsten verwendeten ist das unter
3.1.4.2 bereits erwahnte Vicia Villosa Lectin (VVA) (Tollefsen and Kornfeld 1983).
Um die Untersuchungen bezuglich der Tn-Expression bei der TTG-Mauslinie zu
komplementieren, wurden neben den Tn-Antikorper-Farbungen auch Farbungen mit
Fluoreszenz-gekoppeltem VVA durchgefuhrt. Wie bei der GalINT2-Tg-Mauslinie
wurde ebenfalls eine Co-Farbung mit dem Lektin PNA durchgeflhrt (s. 3.1.4.2), um
weitere Aufschlisse uber veranderte Glykosylierung zu erhalten (PNA erkennt das
Core 1 Protein/T-Antigen).

WT TTG

Abb. 25: Fluoreszenzfarbung Pankreas mit DAPI (blau), VVA (griin) und PNA (rot).

Abbildung 25 zeigt das Ergebnis der Co-Fluoreszenzfarbung mit VVA und PNA der
TTG-Mauslinie verglichen mit dem Wildtyp. VVA leuchtet bei Positivitat grin,
wohingegen sich PNA rot leuchtend prasentiert (vgl. 3.1.4.2). Beim TTG-Praparat
imponieren uber das gesamte Drusengewebe verteilt intensive VVA-positive Areale,
wobei im Vergleich zur Tn-Antikorper-Farbung (s. Abb. 24) insgesamt deutlich mehr
Azinuszellverbande angefarbt sind. Das Wildtyp-Praparat hingegen zeigt,
ubereinstimmend mit Abbildung 24, keine VVA-positiven Bereiche. Stattdessen sind
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ubiquitar verteilt PNA-positive Zellen zu sehen, wodurch erneut der T-Antigen-
Nachweis gelungen ist. Bei den TTG-Mausen zeigt sich hingegen keine PNA-

Bindung im Pankreas-Praparat.

Um die Ergebnisse der Fluoreszenzfarbungen bezuglich der Tn-Antigen-Expression
weiter zu verifizieren, wurden zusatzlich Western Blots (s. 2.2.1.4) mit Tn-Antikorper

sowie Vicia Villosa Agglutinin angefertigt.
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Abbildung 26a zeigt das Ergebnis der Tn-Antikorper-lmmundetektion. Hierbei Iasst
sich durch eine eindeutig positive Bande in Hohe von ungefahr 210 kDa Tn-
Expression nachweisen, wohingegen die Wildtyp-Kontrolle negativ ist.

Auf Abbildung 26b ist das Ergebnis des VVA-Immunoblots, bei welchem zusatzlich
zur TTG-Mauslinie eine Cosmc-Knockout(KO)-Mauslinie untersucht wurde, zu sehen.
Vorangegangene Studien konnten bereits zeigen, dass bei pankreasspezifischen
Cosmc-KO-Mausen (Wolters-Eisfeld et al. 2018) sowie -Zelllinien (Hofmann et al.
2015) Tn-Expression induziert wird. Folglich stellt sich die interessante Frage, ob und
inwieweit sich die durch die Kombination aus GalNT2-Uberexpression und Cosmc-
Knockout induzierte Tn-Expression quantitativ von der Expression der Cosmc-KO-
Mause unterscheidet. Auffallig ist in Abbildung 26b zunachst, dass zwei breite
positive Bandenbereiche in beiden Mauslinien zu sehen sind, wohingegen beim
Wildtyp sich keinerlei durch VVA detektierte Tn-Expression zeigt. Die erste Bande
befindet sich im hochmolekularen Bereich >250 kDa. Bei der TTG-Mauslinie ist diese

Bande im Vergleich zur Cosmc-KO-Mauslinie deutlich starker und breiter ausgepragt.
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Der zweite positive Bandenbereich in Hohe von ca. 90 -150 kDa zeigt sich insgesamt

deutlich schwacher und bei beiden Mauslinien vergleichbar ahnlich ausgepragt.

In Zusammenschau der prasentierten Ergebnisse der immunhistochemischen sowie
Immunoblot-Markierungen lasst sich feststellen, dass durch genetische Alteration mit
GalNT2-Uberexpression und Cosmc-Knockout im Pankreasgewebe eindeutig Tn-

Expression induziert wird.

3.243 VVA- & GALNT2-Antikorper-Doppelfarbung

Die bisherigen Ergebnisse der TTG-Mauslinie konnten zeigen, dass die genetischen
Alterationen zum einen eine vermehrte Tn-Antigen-Expression zur Folge haben (s.
3.2.4.2) und zum anderen, dass, analog zur GalNT2-Tg-Mauslinie (s.3.1.4.1), eine
GalNT2-Uberexpession der Azinuszellen nachweisbar ist (s. 3.2.4.1).

Um einen noch besseren Uberblick tiber genannte Alterationen zu erhalten wurden in
einem weiteren Experiment die Untersuchungen bezuglich Tn-Expression und
GalNT2-Uberexpression in einer Doppelfarbung mit VVA und GALNT2-Antikdrper
kombiniert. Dabei wurde Fluoreszenz-gekoppeltes VVA verwendet, welches ein
Exzitationsmaximum von 488 nm besitzt und somit im griunen Wellenlangenbereich
sichtbar ist. Der GALNT2-Primarantikorper hingegen wurde mit einem 568 nm-

Sekundarantikorper gekoppelt und leuchtet bei positiver Bindung folglich rot.
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Abb. 27: Fluoreszenzfarbung Pankreas mit DAPI (blau), VVA (griin) und GALNT2-Antikorper (rot).
a) und b) 10-fache VergréRerung; c) und d) 40-fache Vergrofierung.

Auf Abbildung 27 ist das Ergebnis dieser Fluoreszenz-Doppelfarbung im Vergleich
zum Wildtyp sichtbar, wobei zur besseren Ubersicht jeweils zwei
VergroRerungsstufen (10- und 40-fach) abgebildet wurden. Auf der
Ubersichtsabbildung (27b) ist beim TTG-Praparat eindeutige VVA- als auch
GALNT2-Antikorper-Positivitat zu sehen. Dabei zeigen sich jedoch unterschiedliche
Verteilungsmuster. VVA-positive Areale sind relativ homogen, wenn auch in
scheinbar unterschiedlicher Intensitat, Uber das gesamte (Rest-)Drisengewebe
verteilt. Die VVA-negativen Bereiche zwischen den Drusenlappchen sind durch die
DAPI-Farbung in Zusammenschau mit den Erkenntnissen der HE-Farbungen (s.
3.2.2) wahrscheinlich als Fibrozyten, Fett- sowie Entzundungszellen zu identifizieren.
Interessanterweise unterscheidet sich das Verteilungsmuster der GALNT2-positiven
Bereiche in dieser Farbung von dem Bild der unter 3.2.4.1 prasentierten Ergebnisse
(vgl. Abb. 23), da sich insgesamt weniger positive Areale zeigen. Hierbei fallt
aullerdem auf, dass die angefarbten Zellen entweder VVA- oder GALNT2-postitiv,

jedoch nicht beides zugleich sein kdnnen. Zur Verdeutlichung dieses Phanomens
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wurde auch die 40-fache VergroRerung (27d) abgebildet. Dartber hinaus Iasst sich
anhand der Anordnung der Zellen vermuten, dass es sich bei den meisten der
GALNT2-positiven Areale um Langerhans-Inseln, und insbesondere deren
Randbereiche, handelt. Anhand einer Fluoreszenzfarbung lasst sich dies jedoch nur
schwer verifizieren, da mit DAPI nur die Zellkerne angefarbt werden. Die 40-fache
Vergrolerung zeigt jedoch, dass auch einzelne Azinuszellen GALNTZ2-positiv sind.
Beim Wildtyp-Praparat ist analog zur Abbildung 23 (s. 3.2.4.1) keinerlei GALNT2-
Antikoérper-Bindung nachweisbar. Uberraschenderweise zeigt jedoch das Epithel der
Drusenausfuhrungsgange VVA-Positivitat (nochmals verdeutlicht durch die 40-fache
Vergrolderung (27c), was jedoch nicht mit den Ergebnissen der VVA-Farbung in
Abbildung 25 (s. 3.2.4.2) Ubereinstimmt. Das restliche Driusengewebe hingegen ist
ebenfalls VVA-negativ.

3.24.4 Nachweis von STn mit STn-Antikorper

Eine mogliche Modifikation des Tn-Antigens stellt die sialysierte Form, das
sogenannten STn-Antigen, dar. Es entsteht, indem die Sialytransferase ST6GalNAc1
ein Sialinsaurerest a-2,6-gebunden an den GalNAc-O-Ser/Thr-Rest heftet (s. Abb. 7
unter 1.2.4.1). Die Expression des verkurzten O-Glykans wird ahnlich wie die
unsialysierte Form mit verschiedenen Karzinomen und schlechter Prognose
assoziiert (s. 1.2.4.3)

Im Gesamtkontext der aberkannten O-Glykosylierung ist es daher von Wichtigkeit
auch die Expression des STn-Antigens im Pankreas der TTG-Mauslinie in die
Untersuchungen dieser Arbeit miteinzubeziehen. Aus diesem Grunde wurden
zusatzlich Fluoreszenzfarbungen mit einem Anti-STn-Antikorper durchgefuhrt. Das
Ergebnis ist in Abbildung 28 zu sehen.
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Abb. 28: Fluoreszenzfarbung Pankreas mit DAPI (blau) und STn-Antikorper (grin).

Abbildung 28 zeigt den eindeutig positiven Nachweis des STn-Antigens beim TTG-
Praparat im Vergleich zum STn-negativen Wildtyp, wobei insgesamt jedoch nur

vereinzelte Areale des Drusengewebes Positivitat aufweisen.

3.24.5 Untersuchung von T-Antigen mit PNA

Bei den Untersuchungen bezuglich des Tn-Antigens wurden, auch um eine
Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der transgenen Mauslinie zu erreichen,
Doppelfarbungen mit Fluoreszenz-gekoppeltem VVA und PNA durchgefuhrt.
Abbildung 25 (s. 3.2.4.2) zeigte hierbei den negativen Nachweis von T-Antigen-
Expression durch PNA bei der TTG-Mauslinie. Um dieses Ergebnis weiter zu
verifizieren wurde, wie auch bei der GalNT2-Tg-Mauslinie (s. Abb. 20 unter 3.1.4.2),
eine Immunoblot-Analyse mit PNA durchgefuhrt.
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Abb. 29: Western Blot zur Darstellung von T-Antigen mittels
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Abbildung 29 zeigt das Ergebnis des Western Blots, wobei neben der TTG-Mauslinie
auch erneut die Cosmc-KO-Mauslinie mitverglichen wurde. Zu sehen sind mehrere
deutliche Banden beim Wildtyp, wohingegen bei der TTG- sowie Cosmc-KO-
Mauslinie kein T-Antigen-Nachweis zu verzeichnen ist. Dies stimmt somit mit den

Ergebnissen der Immunfluoreszenz-Farbungen uberein.

3.24.6 Untersuchung von O-GIcNAcylierung und Phosphorylierung mit
Phospho-(Ser/Thr)- und O-GlcNAc-Antikorper

Hauptaugenmerk dieser Arbeit stellt die muzintypische O-Glykosylierung dar, bei der
ein N-Acetylgalactosamin(GalNAc)-Zuckerrest an Serin oder Threonin einer
Proteinkette mit Hilfe von Polypeptid N-acetylgalactosaminyltransferasen (GALNTS)
geheftet wird. Daruber hinaus existieren jedoch auch weitere Formen der O-
Glykosylierung, bei denen Kohlenhydrate wie N-Acetylglucosamin (GlcNAc), Glucose
(Glc), Mannose (Man) oder Fucose (Fuc) als erste Zuckerstruktur an Serin oder
Threonin gebunden werden (s. 1.2.1).
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Die Anheftung eines O-GIcNAc-Restes, auch O-GlcNAcylierung genannt,
unterscheidet sich dabei wesentlich von den anderen Formen der Glykosylierung, da
diese posttranslationale Modifikation anstatt an der Zellmembran oder an
sekretorischen, im Zytosol vorkommenden Proteinen im Zellkern sowie in den
Mitochondrien stattfindet (Hart, Housley, and Slawson 2007; Yang and Qian 2017).
Eine Vielzahl O-GIcNAcylierter Proteine spielt eine Rolle bei der Regulation von
Signalwegen, Transkription und der Stressantwort einer Zelle (Hart et al. 2011), aber
auch bei der Tumorpathogenese (Slawson and Hart 2011) und anderen
Erkrankungen wie Alzheimer (Zhu et al. 2014) oder Diabetes mellitus (Vaidyanathan
and Wells 2014).

Zu den posttranslationalen Modifikationen zahlt neben der Glykosylierung auch die
Phosphorylierung von Proteinen. Die Phosphorylierung ist maf3geblich an der
Regulation von biologischen Prozessen in der Zelle beteiligt, insbesondere an der
Aktivierung und Inaktivierung von Proteinen, bspw. in den Kaskaden der
Signaltransduktion (Alberts et al. 2013). Veranderungen von Signalwegen spielen

auch bei der Kanzerogenese einer Zelle eine entscheidende Rolle.

Um zu untersuchen, ob die Kombination aus pankreatischer GalNT2-Uberexpression
und Cosmc-Knockout auch Einflusse auf die O-GIcNAcylierung oder
Phosphorylierung hat, wurden zusatzliche Immunoblot-Analysen mit Antikorpern
gegen O-GlcNac sowie Phospho-(Ser/Thr) durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 30 dargestellt.
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Abb. 30: Western Blots zur Darstellung von a) O-GIcNAc und b) Phospho-(Ser/Thr) mit
entsprechenden Antikorpern bei TTG-Mausen. Ladekontrolle mittels HSPAS.

Zu sehen ist in Abbildung 30a (O-GIcNAc-Antikorper) ein im Gegensatz zum Wildtyp
ahnliches, aber deutlich abgeschwachtes Bandenmuster. AuRerdem wird eine, wenn
auch schwache, Bande im hochmolekularen Bereich weit Uber 250 kDa sichtbar, die
sich beim Wildtyp nicht wiederfindet. Stattdessen sind beim Wildtyp wiederum zwei
Banden im Bereich von 250 kDa sichtbar.

Bei Abbildung 30b (Phospho-(Ser/Thr)-Antikorper) zeigt sich hingegen bei der TTG-
Mauslinie ein anderes Bandenmuster als beim wildtypischen Vergleich. Insbesondere
fehlt zum einen die beim Wildtyp auffallige Bande im hochmolekularen Bereich >250
kDa und zum anderen zeigen sich zwei deutlich positive Banden im Bereich von
ungefahr 100 und 90 kDa.

Zusammengefasst implizieren die vorliegenden Ergebnisse, dass sich im Vergleich
zum Wildtyp bei der TTG-Mauslinie teilweise ein unterschiedliches O-
GIcNAcylierungs- und Phosphorylierungsmuster der Proteinstrukturen finden Iasst.
Somit kdnnten Alterationen der muzintypischen O-Glykosylierung auch einen Einfluss

auf andere Formen der O-Glykosylierung sowie Phosphorylierungsprozesse haben.
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4 Diskussion

Die Glykobiologie stellt ein mannigfaltiges Forschungsgebiet mit zahlreichen
biomedizinischen Implikationen dar. In den vergangen Jahrzehnten konnten
Wissenschaftler bereits weitreichende Erkenntnisse zum Thema aberrante
Glykosylierung erlangen.
Bei der Glykosylierung von Proteinen handelt es sich im Kontext der Tumorbiologie
um einen sehr wichtigen, ubiquitar vorhandenen, komplexen biochemischen
Vorgang. Uber die genaue Funktion der Proteoglykane ist im Detail erst wenig
bekannt. Neben strukturellen sowie modulierenden Eigenschaften, z.B. fur
Gewebestabilisierung oder Abwehrmechanismen, haben sie grof3e funktionelle
Bedeutung fur die Kommunikation und Interaktion mit anderen Molekulen (Varki and
Lowe 2009).
Alterationen der Glykosylierung haben weitreichende Konsequenzen und lassen sich
mit vielen Pathologien und Krankheitsbildern assoziieren.
An wichtigster Stelle stehen hierbei Tumorerkrankungen. Krebs in jeglicher Form
stellt vom Verstandnis der Pathogenese bis hin zur Erarbeitung erfolgreicher
Therapiekonzepte die Wissenschaft bis heute vor eine gewaltige Herausforderung.
Nicht umsonst ist die Thematik seit Jahrzehnten ein zentrales Forschungsthema.
In zahlreichen Studien wurde der Zusammenhang zwischen veranderter
Glykosylierung und verschiedensten Karzinomen bereits untersucht. Aberrante
Glykosylierung wird aufgrund der Beteiligung an Karzinogenese, Metastasierung und
Tumorprogression daher seit mehreren Jahren als ein ,hallmark of cancer®
bezeichnet (Munkley 2016; Vajaria and Patel 2017).
In der Literatur sind mittlerweile eine Vielzahl an tumorassoziierten
Kohlenhydratantigenen (tumor-associated carbohydrate antigens, kurz TACAs)
bekannt, welche als tumorspezifische molekulare Marker dienen und im Regelfall gar
nicht oder nur au3erst wenig in normalen Zellen vorkommen (Feng, Shaikh, and
Wang 2016). Tumore mit erhohter TACA-Expression zeigen eine starkere
Metastasierungs- und verringerte Uberlebensrate (Hakomori 1996, 2001). TACAs
lassen sich in zwei verschiedene Klassen einteilen, zum einen in Glykolipidantigene
und zum anderen in klassische Glykoproteinantigene. Bei ersteren handelt es sich
um Kohlenhydrate die an Ceramide, eine Untergruppe der Sphingolipide, kovalent
verknupft und an der Lipiddoppelschicht der Zelloberflache verankert sind. Als
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bekannte Beispiele waren die Blutgruppenantigene LewisY oder Lewis* (LeY/Le*) und
ihre sialysierten Formen (SLeY/SLe*) zu nennen (s. Abb. 31), welche z.B. bei
kolorektalen (Shimodaira et al. 1997), Brust- (Cohen et al. 2019) oder
Pankreaskarzinomen (Balmaria et al. 2015) vermehrt vorkommen. Zu der zweiten
Klasse, den Glykoproteinantigenen, zahlen die in dieser Arbeit detailliert behandelten
Tn-, STn- und T-Antigene (Strukturformeln der genannten Antigene im Vergleich s.
Abb. 31).

OH

QZ o HO
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OH Lev SLeY
HOW
7
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HO HO () o)
AcHN | AcHN OHOH  OH OH
Tn STn T-Antigen

Abb. 31: Strukturformel der Glykolipidantigene Lewis¥ und Sialyl-LewisY sowie der mucintypischen
Glykoproteinantigene Tn-Antigen, STn-Antigen und T-Antigen. Modifiziert nach (Feng, Shaikh, and
Wang 2016).

Insbesondere das Tn- und STn-Antigen spielen eine entscheidende Rolle im
Tumorkonzept. In einer Vielzahl von Studien konnte das vermehrte Vorkommen
beider Antigenstrukturen bei verschiedensten Tumorentitaten nachgewiesen werden
(Itzkowitz et al. 1989; @rntoft, Harving, and Langkilde 1990; Inoue et al. 1991; David
et al. 1992; Nanashima et al. 1999; Munkley 2016). Daruber hinaus zeigt sich bei
vielen Karzinomen ein positiver Zusammenhang zwischen dem (S)Tn-
Expressionslevel und der Metastasierungsrate sowie einer schlechteren Prognose
bzw. Uberlebensrate (Springer 1984; Karlén et al. 1998; Desai 2000; Ozaki et al.
2012). Auch in der Pathogenese und Karzinogenese scheinen die verkurzten O-
Glykane involviert zu sein. So zeigen sich beispielsweise bei gastrointestinalen
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Polypen (ltzkowitz et al. 1992; Carneiro et al. 1994) oder auch bei pramalignen
Epithellasionen mit erhohter Dysplasierate teilweise erhohte (S)Tn-Expressionslevel
(Cao, Schlag, and Karsten 1997; Carrilho et al. 2000; Berriel et al. 2005). In einer
interessanten Studie zu der Thematik untersuchten die Wissenschaftler Kim und
Kollegen aberrante Expression von verschiedenen Mucin-Genen (MUC1 — MUCG6)
sowie des STn-Antigens bei pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanIN-1A,
-1B, -2 und -3). Hierbei zeigten sich erhohte Expressionslevel des sialyierten Tn-
Antigens bei In Situ Karzinomen (PanIN-3) und invasiven Adenokarzinomen, nicht
jedoch bei friheren Vorlauferlasionen. Daraus lasst sich schlieRen, dass beim
Pankreaskarzinom die Expression verkurzter O-Glykane erst spat wahrend der
Tumorpathogenese auftritt, jedoch an dem zeitlich entscheidenden Ubergang
zwischen pramaligner Lasion und invasivem Karzinom. Interessanterweise zeigt sich
in der Studie, dass die vermehrte STn-Expression zeitgleich mit der Inaktivierung des
Tumorsuppresorgens DPC4 (auch SMAD4 genannt) auftritt (Kim et al. 2002). Unter
1.1.2.2.2. wurde bereits das Tumorprogressionsmodell des Pankreaskarzinoms
(,PanIN-Progressionsmodel®, vgl. Abb. 5 ) vorgestellt. DPC4/SMAD4-Mutation ist hier
ein Beispiel fur ,spate“ genetische Veranderungen. Diese Theorie der Karzinogenese
lasst sich nach aktuellem Forschungsstand auf viele andere epitheliale Tumore
Ubertragen, sei es auf gynakologische Tumore wie das Ovarialkarzinom (Lim and
Oliva 2013) oder kolorektale Karzinome mit der bekannten ,Adenom-Karzinom-
Sequenz® (Vogelstein et al. 1988; Leslie et al. 2002; Xi et al. 2017).

Ebenfalls angesprochen wurde unter 1.1.2.2.2 der atiologische Zusammenhang
zwischen chronischer Pankreatitis und Pankreaskarzinom, welcher in unzahligen
Studien aufgezeigt werden konnte (Guerra et al. 2007; Yadav and Lowenfels 2013;
Pinho, Chantrill, and Rooman 2014; Xu et al. 2015). Die Entwicklung pankreatischer
Epithellasionen, als Vorlaufer zum Pankreaskarzinom, scheint dabei eng mit dem
Krankheitsbild der chronischen Pankreatitis verknupft zu sein, da PanINs gehauft bei
Patienten mit chronischer Pankreatitis auftreten (Andea, Sarkar, and Adsay 2003).
Das Vorkommen von PanIN-3 bei Patienten mit chronischer Pankreatitis ist als
moglicher Prognosemarker fur die Entwicklung eines invasiven Pankreaskarzinoms

zu werten (Hwang et al. 2015).

Der genaue pathophysiologische Zusammenhang zwischen veranderter O-
Glykosylierung mit dem Auftreten der tumorassoziierten Glykoproteine Tn- und STn-
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Antigen und der Entwicklung von Pankreaspathologien wie Pankreatitis bis hin zum
Pankreaskarzinom bleibt jedoch weiterhin zum grofdten Teil unbekannt. Dies trifft
auch andere Tumorentitaten im Allgemeinen zu.

Verschiedene genetische Mutationen scheinen hierbei ein Rolle zu spielen. Eine
Theorie Uber das Auftreten veranderter Kohlenhydratantigene beschreibt als
mogliche Ursache Alterationen der Aktivitat von Glykosyltransferasen. Fur den
physiologischen Syntheseweg der O-Glykane sind zwei Glykosyltransferasen von
zentraler Bedeutung. Zunachst die Familie der GalNAc-Transferasen (GALNTSs), die
den ersten Syntheseschritt der O-Glykosylierung katalysieren. Hierbei Ubertragen sie
einen GalNAc-Rest an die Hydroxylgruppe eines Ser/Thr-Rest, wodurch das unreife
Tn-Antigen entsteht. Darauffolgend wird dieses durch eine zweite
Glykosyltransferase, am haufigsten durch die Core-1-Synthase bzw. T-Synthase, zu
einer weiter verzweigten Zuckerstruktur modifiziert, sodass das Core 1-Protein bzw.
T-Antigen entsteht (s. 1.2.4.1, Abb. 7). Entscheidend ist, dass die Enzymaktivitat
dabei von dem Chaperon COSMC abhangig ist (Details s. 1.2.4.4). Nach aktuellem
Forschungsstand fuhren Mutationen im COSMC-Gen, welche mit einem
Funktionsverlust des Gens einhergehen, zu einer vermehrten Tn-Expression. Dies
konnte bei einer Vielzahl an humanen Tumorzelllinien nachgewiesen werden. Als
Beispiele waren verschiedenste kolorektale Karzinomzelllinien wie HT-29 (Yu et al.
2015), LS174T, LSC (Ju, Lanneau, et al. 2008), LS180 und HCT8 (Sun, Ju, and
Cummings 2018), Pankreaskarzinomzelllinien wie Panc-1 und L2.6pl (Hofmann et al.
2015), die T-Zell-Leukamie-Zelllinie Jurkat oder die Melanomzelllinie LOX (Ju and
Cummings 2002) zu nennen. Dahingegen gibt es bisher kaum Studien in denen in
vivo mit Hilfe von Mausmodellen die Folgen genetischer Cosmc-Mutationen
untersucht wurden.

In den ersten in vivo Studien wurden zunachst die Auswirkungen von Mutationen im
C1galt-Gen, welches fur die T-Synthase codiert, untersucht. So stellten Alexander
und Kollegen 2006 fest, dass ein Mangel an T-Synthase bei Mausen zu
Thrombozytopenien und Nierenfunktionsstorungen fuhrt (Alexander et al. 2006). Die
Wissenschaftler Fu und Kollegen generierten hingegen 2008 ein Mausmodell mit
fehlender T-Synthase-Aktivitat in Endothelzellen. Auch in dieser Studie konnte
allgemein die enorme Bedeutung der O-Glykosylierung und insbesondere der T-
Synthase-Aktivitat aufgezeigt werden, da die Mause schwerwiegende
Gefalmissbildungen zeigten, die zu Steatohepatosis und friher embryonaler bzw.
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neonataler Mortalitat fuhrten (Fu et al. 2008). 2010 verdffentlichten die
Wissenschaftler Wang und Kollegen schlieRlich eine herausragende Studie, in
welcher zum ersten Mal die Auswirkungen eines homozygoten Cosmc-Knockouts bei
Mausen auf Alterationen der O-Glykosylierung in vivo untersucht wurden. Sie
konnten beweisen, dass Cosmc hochspezifisch fur die T-Synthase-Aktivitat ist, da in
allen Cosmc-Knockout-Zellen der Mausembryonen dies mit einem Verlust der T-
Synthase-Aktivitat und einer Uberexpression des Tn-Antigens einherging.
Phanotypisch variierten die Auswirkungen, insgesamt zeigte sich jedoch eine sehr
frihe embryonale Letalitat. Als haufigste Ursache wurden hierfur Einblutungen im
zentralen Nervensystem gefunden (Wang et al. 2010). Cutler und Kollegen
generierten in einer aktuellen Studie wiederum eine Mauslinie mit Cosmc-Knockout
in T-Zellen, wodurch die periphere T-Zell-Population einen massiven Verlust
verglichen zum Wildtyp zeigte (Cutler et al. 2019).

Die Studienlage bezuglich Cosmc-Mutationen im Pankreas und deren Auswirkungen
in vivo stellt sich insgesamt aul3erst durftig dar. In der im Jahr 2018 veroffentlichten
Studie von den Wissenschaftlern um Dr. Wolters-Eisfeld wurde mit Hilfe einer neuen
Mauslinie zum ersten Mal die Auswirkungen eines pankreasspezifischen Cosmc-
Knockouts (Cosmc-KO) untersucht (zur Genetik s. 1.3). In der Arbeit konnten
zahlreiche O-glykosylierte pankreatische Proteine identifiziert werden, wozu auch
diverse Verdauungsenzyme zahlen. Im Kontext der Ergebnisse dieser Arbeit stellt
dies einen moglichen Erklarungsansatz bezuglich der Entstehung einer Pankreatitis
bei Mausen mit der Kombination aus Cosmc-Knockout und GalNT2-Uberexpression
dar (s. 3.2.3), da eine durch Verdauungsenzyme ausgeldste Autodigestion des
Pankreas von zentraler Bedeutung bei der Krankheitsentstehung ist (s. 1.1.2.1). Auf
biochemischer Ebene lie} sich beweisen, dass fehlende Cosmc-Funktion zu
aberranter Glykosylierung mit dem Auftreten deutlich erhdhter Tn-Expressionslevel
fuhrt. Interessanterweise zeigten sich phanotypische Auswirkungen auf die endokrine
sowie exokrine Pankreasfunktion. Die Mause entwickelten einen Diabetes, der dem
beim Menschen bekannten MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) ahnelt
(Wolters-Eisfeld et al. 2018). Verschiedene genetische Mutationen sind beim
Menschen als Ursache fur das Auftreten der Krankheit bekannt, beim MODY Typ 8
liegt die Ursache bspw. in Veranderungen des CEL-Gens (carboxyl-ester lipase)
(Reeder et al. 2006). Bei den Cosmc-KO-Mausen konnte Cel als ein entscheidendes

Tn-modifiziertes Glykoprotein identifiziert werden, wodurch fehlende T-Synthase-
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Aktivitat mit dem Auftreten des Krankheitsbildes in Zusammenhang gebracht werden
kann. Auch auf die exokrine Pankreasfunktion konnten negative Effekte beobachtet
werden. Funktionsstorungen der Verdauungsenzyme Lipase und Elastase sowie der
exokrinen Pankreassekretion fuhrten bei den Mausen zu Symptomen der
Maldigestion, -absorption und Gewichtsreduktion im jungen Alter von zwei bis vier
Wochen (Wolters-Eisfeld et al. 2018)

Um die Auswirkungen weiterer genetischer Mutationen an entscheidenden Schritten
der O-Glykosylierung im Pankreasgewebe zu untersuchen wurde, aufbauend auf die
vorangegangene Studie, die pankreasspezifische Cosmc-KO-Mauslinie mit der neu
generierten GalNT2-uberexprimierenden Mauslinie (,GalNT2-transgen bzw, GalNT2-
tg“) gekreuzt, wodurch die ,tripletransgene® (TTG) Mauslinie entstand (Details s. 1.3,
Abb. 8). Beide Mauslinien, GalNT2-transgen sowie TTG, wurden in dieser Arbeit
eingehend untersucht und die Ergebnisse werden unten stehend diskutiert.

Auch die Studienlage zu aberranter O-Glykosylierung in Folge veranderter GalNAc-
Transferasen-Expression prasentiert sich bis dato gering und zum Teil
widerspruchlich (s. 1.2.4.2). Bisher sind 20 verschiedene Isoenzyme bekannt, von
denen die meisten erst in den letzten zwei Jahrzehnten entdeckt wurden. Die
Nummerierung bezieht sich dabei auf die Reihenfolge der Entdeckung. GalNAc-T2
wurde 1995 von den Wissenschaftlern White und Kollegen das erste Mal
beschrieben (White et al. 1995). Wenig spater, nachdem auch GalNAc-T3 entdeckt
worden war (Bennett, Hassan, and Clausen 1996), war bereits bekannt, dass die
verschiedenen Transferasen zwar Ahnlichkeiten in ihrer primaren Struktur zeigen, sie
sich jedoch in ihrer Aminosauresequenz zu Uber 50% unterscheiden und auch ihre
kodierenden Gene auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind. Dartber hinaus
werden sie in den Organen unterschiedlich exprimiert und zeigen signifikante
Unterschiede in Akzeptor- und Donatorspezifitat (Wandall et al. 1997). 2017 konnten
Xu und Kollegen mit Hilfe eines humanen Protein-Microarrays 570 potentielle
Proteinsubstrate der GalNAc-T1, -T2 und -T3 identifizieren, von denen 128 als
Substrate fur alle drei Glykosyltransferasen dienen, wahrend die restlichen jeweils
isoformspezifisch sind (Xu et al. 2017). Diese Erkenntnisse dienen als mogliche
Erklarung fur die unterschiedliche Studienlage im Tumorkonzept (s. 1.2.4.2) und
verdeutlichen die aulerordentliche Komplexitat der Glykosylierung von Proteinen.
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Uber die Auswirkungen genetischer Mutationen der in beiden Mauslinien
Uberexprimierten GalNAc-Transferase 2 (GALNT2), insbesondere auf das Pankreas
bezogen, ist bisher wenig bekannt. In Pankreaskarzinomzelllinien fanden Sutherlin
und Kollegen niedrige GALNT2-Expressionslevel (Sutherlin et al. 1997), ansonsten
lassen sich keine weiteren pankreasspezischen Studienergebnisse finden. Beim
humanen oralen Plattenepithelkarzinom fiihrt GALNT2-Uberexpression zu
vermehrtem Tumorwachstum und Invasivitat (Lin et al. 2014), wohingegen beim
Magen- und Hepatozellularen Karzinom ein GALNT2-Knockout Malignitatskriterien
wie Metastasierung oder Invasivitat fordert, GALNTZ2 also einen tumorprotektiven
Einfluss zu haben scheint (Wu et al. 2011; Liu et al. 2016; Hu et al. 2018). In
verschiedenen Studien prasentiert sich die veranderte Glykosylierung und
Phosphorylierung von Proteinen in Signalwegen wie beispielsweise dem EGFR-
PI3K/Akt-Signalweg als ein Erklarungsansatz fur den Zusammenhang zwischen
GALNTZ2 und Karzinogenese (Wu et al. 2011; Hu et al. 2018; Sun et al. 2019), wobei
die Auswirkungen sich von Organ zu Organ deutlich unterscheiden, wie die oben
genannten Beispiele verdeutlichen. Daraus lasst sich schliel3en, dass die Ergebnisse
bezuglich GALNTZ sich nicht ganzlich auf das Pankreas Ubertragen lassen, sondern
pankreasspezische Studien gefordert sind.

Die Untersuchung einer Mauslinie mit genetischer GalNT2-Uberexpression im
Pankreasgewebe stellt daher ein Novum in den bisherigen
Wissenschaftsergebnissen dar. Zunachst konnte in dieser Arbeit mit Hilfe von
Chromogen- bzw. Fluoreszenzfarbungen sowie Western Blots bewiesen werden,
dass sich im Pankreasgewebe eine vermehrte GalNT2-Expression zeigt (s. 3.1.4.1).
Daruber hinaus wurden die biochemischen Auswirkungen auf die O-Glykosylierung
untersucht. Die zentrale Fragestellung hierbei befasste sich mit der Uberlegung, ob
durch vermehrte GalNT2-Aktivitat Tn-Antigen gebildet wird oder ob die T-Synthase
mit ihnrem Chaperon Cosmc ebenfalls gesteigerte Aktivitat zeigt und folglich vermehrt
T-Antigen entsteht. Die Ergebnisse der Fluoreszenzmarkierung zeigen eindeutig,
dass kein Tn-Antigen nachgewiesen werden kann, jedoch vermehrt T-Antigen
(nachgewiesen durch das Lektin PNA) gebildet wird (s. 3.1.4.2, Abb. 17). Somit
resultiert genetische GaINT2-Uberexpression in vivo darin, dass die ersten Schritte
des physiologischen Synthesewegs der O-Glykane weiter erfolgen konnen. Auch auf
Proteinebene konnte mittels Western Blots gezeigt werden, dass sich T-Antigen in

79



relevantem Mal3e nachweisen lasst. Hierbei zeigte sich jedoch im Vergleich zum
Wildtyp ein unterschiedliches Detektionsmuster, da PNA-Positivitat bei aul3erst
hochmolekularen Proteinen auftrat (s. 3.1.4.2, Abb. 18). Um die komplexen
Auswirkungen der GalNT2-Uberexpression auf das Proteoglykom weiterfiihrend zu
analysieren waren jedoch weitere Forschungen, insbesondere mit Hinblick auf die
|dentifizierung der glykosylierten Proteine, notwendig.

Phanotypisch lie3en sich verschiedene Auswirkungen in der GalNT2-transgenen
Mauslinie beobachten. Zunachst zeigte sich im Alter von sechs Wochen ein
signifikanter Unterschied in den Korpergewichten, welcher sich jedoch im Alter von
20 Wochen relativiert (s. 3.1.1., Abb. 10). Auf der anderen Seite prasentiert sich das
Pankreas im Vergleich zum Wildtyp verandert. Das Organgewicht ist bei den sechs
sowie 20 Wochen alten Tieren im Vergleich zum Wildtyp vermindert (s. 3.1.1, Abb.
11) und auch das makroskopische Bild bestatigt den Massenunterschied (s. 3.1.2,
Abb. 12). Mikroskopisch zeigt sich ein mit steigendem Alter zunehmender
Parenchymverlust. Das aufgelockerte Drisengewebe wird vermehrt mit Adipozyten
und Bindegewebssepten durchzogen (s. 3.1.3, Abb. 13).

Neueste Forschungsergebnisse passen zu den histopathologischen Beobachtungen
im Pankreas mit vermehrter Adipozytenbildung, da ein eindeutiger Zusammenhang
zwischen GALNT2-Expression und Adipozytenreifung gezeigt werden konnte.
GALNT2 scheint wichtige regulatorische Einflusse auf Signalwege der Adipogenese
zu haben, da in entsprechenden Zellen vermehrt Triglyzeride, Lipiddtropchen als
auch intrazellulare Akkumulation von Lipiden nachgewiesen werden konnte (Marucci
et al. 2019; Antonucci et al. 2021). Hierbei besteht mit groRer Wahrscheinlichkeit der
Zusammenhang mit einem stimulierenden Effekt auf den Insulin-Signalweg in
Adipozyten (Marucci et al. 2013; Marucci et al. 2019).

Die genauen Zusammenhange zwischen den biochemischen und phanotypischen
Ergebnissen der in dieser Arbeit untersuchten GalNT2-transgenen Mauslinie sind
insgesamt jedoch noch nicht eindeutig zu erklaren und bendtigen weitere intensive
Forschungsarbeit. Ein moglicher Erklarungsansatz ist, dass zwar die ersten Schritte
der O-Glykosylierung ablaufen konnen, insgesamt jedoch durch das vermehrte
Auftreten des T-Antigens, welches physiologischerweise durch GIcNAc-Transferasen
mit verschiedensten Zuckerketten erweitert wird, eine aberrante Glykosylierung mit
Auswirkungen auf die Organentwicklung stattfindet.
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In verschiedenen Studien zeigte sich, dass nicht nur die verkurzten O-Glykane Tn-
und STn-Antigen im pathologischen Kontext vorkommen, sondern auch die T-
Antigen-Expression z.B. bei verschiedenen Tumorentitaten oder chronischen
Entzindungen erhoht ist. Als bekannteste Beispiele waren Kolon- (ltzkowitz et al.
1989; Cao et al. 1995), Prostata- (Glinsky et al. 2001), Pankreas- (ltzkowitz et al.
1991) oder Mammakarzinome (Wang, Springer, and Carlstedt 1997) zu nennen, aber
auch chronisch entzundliche Erkrankungen wie Colitis ulcerosa (Pihl et al. 1985;
Campbell et al. 1995) oder die chronische Pankreatitis (ltzkowitz et al. 1991) zahlen
hierzu. Insgesamt ist das T-Antigen jedoch weitaus weniger tumorspezifisch als das
Vorlauferprotein Tn-Antigen, da es sich auch im normalen Gewebe haufig
nachweisen lasst. Daher ist es als diagnostischer und therapeutischer Marker von
weniger Interesse (Desai 2000). Dies kongruiert mit den Ergebnissen unter 3.1.4.2,
bei denen auch beim Wildtyp immunhistochemisch sowie molekularbiologisch T-
Antigen nachgewiesen werden konnte, sowie mit den Ergebnissen der Studie von
ltzkowitz und Kollegen, bei welcher beim gesunden Pankreasgewebe in 68% der

Azinuszellen T-Antigen nachgewiesen werden konnte (ltzkowitz et al. 1991).

Die komplexen Zusammenhange zwischen aberranter O-Glykosylierung und ihren
pathologischen Auswirkungen, insbesondere im Tumorkonzept, geben weiterhin
grofRe Ratsel auf. Um diese Zusammenhange beim Pankreas in vivo noch weiter zu
untersuchen wurde die GalNT2-transgene Mauslinie (A) mit der Cosmc-KO-Mauslinie
verpaart (s. oben). Hierdurch entstand eine zweite neue Mauslinie (B), die beide
genetische Eigenschaften miteinander vereint und als ,tripletransgen® (abgekurzt
TTG) benannt wurde (fur die Kombination der Eigenschaften ,Ptf1a; Cosmc-KO;
GalnT2-Tg" vgl. Abb. 9 unter 1.3).

Mithilfe von Immunmarkierung wurden Alterationen der O-Glykosylierung untersucht.
Zunachst konnte, analog zu den Ergebnissen der GalNT2-transgenen Mauslinie,
durch immunhistochemische Farbungen eine GalNT2-Uberexpression im
Pankreasgewebe nachgewiesen werden (s. 3.2.4.1, Abb. 23). Von besonderem
Interesse ist jedoch die Untersuchung der Tn-Expression gewesen. Wie oben bereits
erwahnt konnte in einer vorangegangenen Studie bei Pankreaskarzinomzelllinien mit
genetischem Cosmc-Knockout gesteigerte Tn-Expression nachgewiesen werden
(Hofmann et al. 2015). Bei der de novo genetischen Kombination aus Cosmc-

Knockout und GalNT2-Uberexpression lie sich im Pankreasgewebe der Mause
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durch Tn-Antikorper- und VVA-gekoppelte Fluoreszenzfarbungen (s. 3.2.4.2, Abb. 23
u. 24) sowie Western Blots (s. Abb. 26) ebenfalls eine gesteigerte Tn-Expression
nachweisen. Um einen direkten Vergleich mit der Cosmc-KO-Mauslinie zu erhalten
wurde bei der VVA-Immunoblotanalyse beide Mauslinien zusammen untersucht.
Beide zeigten hierbei Tn-Positivitat, interessanterweise fiel hierbei jedoch ein
quantitativer Unterschied auf, da die TTG-Mauslinie eine deutlich breitere Bande
aufwies. Dies lasst die Vermutung zu, dass durch GalNT2-Uberexpression bei
fehlender Cosmc-Funktion insgesamt noch mehr Tn-Antigen entsteht als bei
isoliertem Cosmc-Knockout. Bei der TTG-Mauslinie konnte aul3erdem auch positive
STn-Expression gezeigt werden (s. 3.2.4.4, Abb. 28). Daruber hinaus liel sich durch
Fluorenszenzfarbung mit dem T-Antigen erkennenden Lektin PNA eine negative T-
Antigen-Expression nachweisen (s. Abb. 25).

Die neuen Erkenntnisse bezuglich Alterationen der O-Glykosylierung bei den beiden
in dieser Arbeit untersuchten Mauslinien GalNT2-Tg sowie TTG werden in
nachfolgender Abbildung (Abb. 32) gemeinsam mit der Cosmc-KO-Mauslinie

schematisch zusammengefasst.
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Abb. 32: Schematische lllustration der aberranten Glykosylierung verschiedener Genotypen.
Modifiziert nach Wolters-Eisfeld.

Die Abbildung zeigt linksseitig die normale O-Glykosylierung beim Wildtyp sowie
rechtsseitig die aberrante Glykosylierung bei den Mauslinien Cosmc-KO, GalNT2-Tg
und tripletransgen (TTG) im Vergleich. Die Zuckerreste werden dabei an Serin- (S)

oder Threoninreste (T) gebunden. Beim Wildtyp wird das aus einem O-GalNAc-Rest
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bestehende Tn-Antigen zur Core-1-Struktur namens T-Antigen erweitert. Beim
GalNT2-Tg-Genotyp entsteht ebenfalls T-Antigen und kein Tn-Antigen, wobei jedoch
im Vergleich zum Wildtyp quantitativ mehr T-Antigen gebildet wird. Beim Cosmc-KO-
und GalNT2-Tg; Cosmc-KO-Genotyp (TTG) wird hingegen Tn-Antigen exprimiert,
wobei jedoch die tripletransgene Mauslinie wahrscheinlich eine gegenuber der
Cosmc-KO-Mauslinie gesteigerte Tn-Expression aufweist. Diese neuen Erkenntnisse
geben weitreichende Einblicke in veranderte Glykosylierungsprozesse und deren

genetischen Grundlagen.

Bei den Immunfluoreszenzfarbungen der TTG-Pankreaspraparate fiel zudem auf,
dass vor allem GalNT2 ein inhomogenes Verteilungsmuster aufweist. Nicht alle
Bereiche zeigen GALNT2-Positivitat und es scheint als ob speziell die
Langerhansinseln (insbesondere ihre Randbereiche) verstarkte Expression zeigen (s.
3.2.4.3, Abb. 27). Zirkular in den Randbereichen der Langerhans-Inseln sind vor
allem die Glukagon-produzierende Alphazellen lokalisiert, wohingegen die Insulin-
produzierenden Betazellen den Groliteil der Ubrigen, innerhalb gelegen Zellen
ausmachen (Elayat, el-Naggar, and Tahir 1995). Die genaue Ursache fir diese
Beobachtung ist derzeit nicht bekannt, jedoch zeigt es, dass das endokrine sowie
exokrine Pankreasgewebe von den genetischen Veranderungen betroffen ist. Diese
Erkenntnis stimmt auch mit den Ergebnissen der Studie Uber die Cosmc-KO-
Mauslinie uberein (Wolters-Eisfeld et al. 2018), bei welcher sich eine endokrine sowie
exokrine Pankreasinsuffizienz nachweisen liefl3 (s. oben).

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen Ergebnissen wurden in einem Experiment
auch Western Blots mit Antikorper gegen N-Acetylglucosamin (O-GIcNAc) und
Phospho-(Ser/Thr) durchgefuhrt. Bei der O-GlcNAcylierung sowie Phosphorylierung
von Proteinen handelt es sich ebenfalls um posttranslationale Modifikationen, die
sich jedoch in vielerlei Hinsicht, sei es in ihrer Lokalisation oder Funktion, von der
muzintypischen O-Glykosylierung unterscheiden (s. 3.2.4.6). Hierbei zeigten sich
zum Teil unterschiedliche Bandenmuster, was den Ruckschluss zulasst, dass die
genetischen Veranderungen der TTG-Mauslinie moglicherweise Auswirkungen auf
andere Formen der O-Glykosylierung sowie Phosphorylierungsprozesse haben. Dies
wiederum konnte Einfluss z.B. auf verschiedene Signaltransduktionswege bis hin zur
Kanzerogenese haben.

Neben den Alterationen der Glykosylierung wurden bei der tripletransgenen
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Mauslinie ebenfalls phanotypische Auswirkungen untersucht. Das makroskopische
Erscheinungsbild (s. 3.2.2, Abb. 21) sowie die Organgewichte des Pankreas (s.
3.2.1, Abb. 20) prasentieren sich im Vergleich zum Wildtyp deutlich verkleinert bzw.
verringert. DarUber hinaus weisen die genetisch veranderten Mause signifikant
geringere Korpergewichte auf (s. 3.2.1, Abb. 19), was auf eine Mangelversorgung
ruckschlieRen lasst. Da die genetischen Veranderungen pankreasspezifisch sind,
|asst dies den Ruckschluss zu, dass eine Pankreasfehlfunktion ursachlich fur die
Gewichtsreduktion ist. Das mikroskopische Erscheinungsbild bestatigt die
Vermutung, dass sich das Pankreasgewebe der TTG-Mause mit steigendem Alter im
Vergleich zum Wildtyp eindeutig verandert. Es zeigt sich eine deutliche Atrophie des
exokrinen Pankreasgewebes, begleitet von interstitieller Fibrosierung (s. 3.2.3, Abb.
22). Dies ahnelt dem histologischen Erscheinungsbild der chronischen Pankreatitis
(s. 1.1.2.1.2), woraus sich schliel3en Iasst, dass durch Cosmc-Knockout kombiniert
mit GalNT2-Uberexpression Pankreasfehlfunktionen &hnlich der chronischen
Pankreatitis ausgelost werden. Durch eine Vielzahl von Studien konnte bewiesen
werden, dass beim Menschen die chronische Pankreatitis wiederum einer der
wichtigsten Risikofaktoren fur die Entstehung des Pankreaskarzinoms darstellt (s.
1.1.2.2.1). Chronische Pankreatitis |asst sich hierbei auch als mogliche
Karzinomvorstufe werten, da mittlerweile bekannt ist, dass Karzinogenese einen
mehrstufigen Prozess darstellt, welcher Uber prakanzerotische Vorlauferlasionen
ablauft (,PanIN-Progressionsmodel, s. 1.1.2.2.2). Weitergefasst Iasst sich dadurch
vermuten, dass die zentralen Enzyme der O-Glykosylierung, GALNTZ2 sowie die vom
Chaperon abhangige T-Synthase, eine Rolle bei der Entstehung des
Pankreaskarzinoms spielen. Die Entstehung von Krebs stellt jedoch einen aul3erst
komplexen, vielschichtigen Prozess dar, der durch eine weitere Vielzahl an
genetischen Alterationen entsteht (vgl. Abb. 5 unter 1.1.2.2.2). Daher ist es nicht
verwunderlich, dass in dieser Experimentreihe die Mause in den untersuchten
Altersklassen kein Pankreaskarzinom entwickeln. Hierfur waren
hochstwahrscheinlich weiterfuhrende Experimente mit zusatzlichen genetischen
Alterationen notwendig. Nichtsdestotrotz weisen die Ergebnisse in vivo auf die
bedeutsame Rolle der O-Glykosylierung, insbesondere des beteiligten Enzyms
GALNTZ2 und des Chaperons COSMC, bei der Entwicklung von Pankreaspathologien
hin und sind als moglicher Anhaltspunkt fur das Verstandnis uber die in klinischen

oder in vitro-Studien bereits aufgezeigten Zusammenhange zwischen aberranter
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Glykosylierung und chronischen Entzindungen sowie Karzinomen zu werten.

Um diese komplexen Zusammenhange noch besser verstehen zu kdnnen waren
noch eine Vielzahl weiterer Studien und Experimente notwendig. Basierend auf den
Ergebnissen dieser Arbeit ware es von groflem Interesse als nachstmoglichen Schritt
die aberrant glykosylierten Proteine zu identifizieren, was mit Hilfe von
Massenspektrometrie untersucht werden konnte. Insgesamt gilt es die Mechanismen,
die zu den beobachteten Phanotypen fuhren, besser verstehen zu kdnnen.
Insbesondere die Ursache der verminderten Koérpergewichte der tripletransgenen
Mause, die auf eine Mangelernahrung hinweisen, gilt es weiter zu erforschen. Ein
mogliches Beispiel fur die Verknipfung zwischen Genotyp und pankreatischen
Auswirkungen stellt das Enzym Carboxyl Ester Lipase (CEL) dar. Wie oben bereits
erwahnt, konnte in der Studie von Wolters-Eisfeld und Kollegen mit Cosmc-
Knockout-Mausen CEL als eins der entscheidenden betroffenen Tn-modifizierten
Glykoproteinen identifiziert werden (Wolters-Eisfeld et al. 2018). Bei den Cosmc-
Knockout-Mausen stand der dem MODY Typ 8 ahnelnde Diabetes-Phanotyp (bei
welchem durch CEL-Genmutationen ein Insulinmangel hervorgerufen wird) im
Vordergrund. Daruber hinaus zeigt jedoch eine interessante Studie von Xiao und
Kollegen, dass CEL-Mutationen zu intrazellularer Akkumulation des Proteins fuhrt,
wodurch der programmierte Zelltod durch Apoptose herbeigefuhrt wurde. Dies stellt
eine mogliche Ursache fur die Entstehung von chronischer Pankreatitis dar (Xiao et
al. 2016).

Neben der Identifizierung der aberrant glykosylierten Proteine und die daraus
resultierenden Folgen fur die Organfunktion ware ein weiterer wichtiger, darauf
aufbauender Schritt Studien mit humanen Pankreasgewebeproben durchzuflhren
und die Ergebnisse miteinander zu vergleichen. Interessant ware es beispielsweise
herauszufinden, ob die gleichen Proteine bei humanen Pankreaskarzinomproben
betroffen sind. Um die Thematik weiter zu vertiefen kdnnte man auch die Expression
der anderen GalNAc-Transferasen-Typen (nicht nur GALNT2), z.B. via real time PCR
untersuchen. Ob die Genotypen auch Einfluss auf die Isoenzyme haben ware eine
weitere interessante Fragestellung, die es noch zu klaren gilt.

Insgesamt gilt es als weitreichendstes Ziel der medizinischen Forschung Krankheiten
durch Fruherkennung und spezielle Therapien zu bekampfen. Krebs als ein
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Krankheitsbild mit noch immer haufig letalem Ausgang hat hierbei einen besonders
grolRen Stellenwert. Neben den klassischen Therapiekonzepten mit Radio-, Chemo-
und operativer Therapie hat in den letzten Jahren das Forschungsgebiet rund um
das Thema ,targeted therapy” (,gezielte Krebstherapie®) an immenser Bedeutung
gewonnen. Hierunter versteht man die Entwicklung von Medikamenten, die im
Gegensatz zu Zytostatika das Tumorwachstum hemmen indem sie an spezifischen
biologischen oder zytologischen Merkmalen von Krebsarten ansetzen und diese
ausschalten bzw. blockieren. Meistens handelt es sich bei diesen Angriffspunkten um
spezielle Gene oder Proteine. Wie bereits ausfuhrlich erlautert zahlt das Tn-Antigen
zu den tumorassoziierten Kohlenhydratantigenen (TACAs, s. oben), da es sich um
ein tumorspezifisches Glykoprotein handelt. Dies lasst den Ruckschluss zu, dass
auch das Tn-Antigen Potential besitzt als Angriffspunkt fur z.B. aus monoklonalen
Antikorper bestehende Medikamente zu fungieren. 1987 wurden in einer Studie von
Longenecker und Kollegen erstmalig monoklonale Antikdrper gegen das Tn-Antigen
entwickelt, welche erfolgreich mit humanen Brust-, Kolon- und
Lungenkarzinomproben reagierten (Longenecker et al. 1987). Seitdem wurden, vor
allem fur wissenschaftliche und diagnostische Zwecke, viele weitere Tn-bindende
Antikorper und Lektine entwickelt und in Studien untersucht, als einige Beispiele
waren VVL-B4 (Wu, Wu, and Shen 1994; Avichezer and Arnon 1996; Konska et al.
2002; Manimala et al. 2005), HBTn1 (Sakuraba et al. 2004; Manimala et al. 2005; Li
et al. 2009), Bric111 (King et al. 1991; Karamatic Crew et al. 2008), Ca3638
(Avichezer et al. 1997; Ju, Otto, and Cummings 2011b), GOD3-2C4 (Welinder et al.
2011), MGL (Napoletano et al. 2020; Pirro et al. 2020) oder Remab6 als einer der
neuesten (Matsumoto et al. 2020) zu nennen. Die Ergebnisse sind vielversprechend,
auch wenn die Spezifitat, mit welcher die Antikorper das tumorspezifische Tn-Antigen
binden, eine der grof3ten Herausforderungen darstellt.

Ein herausragendes Beispiel, wo Glykoproteine bereits eine tragende Rolle im
klinischen Alltag mit Krebserkrankungen spielen, stellt die Verwendung von
Tumormarkern dar. Sie finden vor allem in der Krebsdiagnostik Anwendung und bei
der Mehrheit von ihnen handelt es sich um Glykoproteine (Reis et al. 2010; Wang et
al. 2019). Als prominente Beispiele liel3en sich PSA (prostataspezifisches Antigen)
bei Prostata- (Gilgunn et al. 2013), AFP (Alpha-1-Fetoprotein) bei Leber- (Li, Mallory,
and Satomura 2001), CEA (Carcinoembryonales Antigen) bei Kolon- (Goldstein and
Mitchell 2005), CA 125 (Cancer Antigen 125, entspricht MUC16) bei Eierstock-
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(Zurawski Jr et al. 1988; Giamougiannis, Martin-Hirsch, and Martin 2021) als auch
Pankreaskrebs (Haridas et al. 2011; Thomas et al. 2020), CA15-3 bei Brust- (Ebeling
et al. 2002) oder CA19-9 (entspricht Sialyl Lewis a = SLe?) ebenfalls bei
Pankreaskrebs (Safi et al. 1997) auflisten. Weitere Gkykoproteine wie beispielsweise
die Akute-Phase-Proteine AGP (Serum a1-acid glycoprotein) (Hashimoto et al. 2004)
oder Ceruloplasmin (Han et al. 2017; Matsuoka et al. 2018) werden in Studien aktuell
erforscht.

Zusammenfassend zeigt das Tn-Antigen, wie viele andere Glykoproteinstrukturen,
insgesamt grof3es Potential sowohl zu diagnostischen als auch therapeutischen
Zwecken, sei es zur Krebsfruherkennung oder fur Tumorvakzine, eine klinische
Bedeutung zu erlangen. Insbesondere als Prognosemarker fur ein negatives
Outcome verschiedener Tumorerkrankungen konnte es in naher Zukunft eine Rolle

spielen.
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5 Zusammenfassung

Aberrante Glykosylierung spielt bei einer Vielzahl von pathologischen Prozessen,
insbesondere bei Tumorerkrankungen, eine entscheidende Rolle. Das
tumorspezifische Tn-Antigen (GalNAca1-O-Ser/Thr) konnte in unzahligen Studien bei
verschiedensten Tumorentitaten, wozu auch das Pankreaskarzinom zahlt,
nachgewiesen und in Verbindung mit negativer Prognose gebracht werden. Diverse
genetische Mutationen scheinen hierbei eine Rolle zu spielen. Die Enzyme
Polypeptid-GalNAc-Transferase (GALNT) und T-Synthase mit dem dazugehorigen
Chaperon COSMC sind dabei von zentraler Bedeutung und jeweils seit geraumer
Zeit Gegenstand intensiver Forschung. Im physiologischen Kontext katalysieren die
beiden genannten Enzyme die ersten Schritte der O-Glykosylierung, wodurch die
sogenannte Core Struktur entsteht. Core 1 als bekanntestes Protein wird auch als T-

Antigen bezeichnet.

Um ein besseres Verstandnis uber die pathophysiologischen Zusammenhange in
vivo zu erlangen, wurden zwei pankreasspezifisch mutierte Mauslinien generiert. Die
erste mit GalNT2-Uberexpression (,GalNT2-transgen“) und die zweite mit einer
Kombination aus Cosmc-Knockout und GalNT2-Uberexpression (,tripletransgen®).
Bei beiden Mauslinien wurden phanotypische Auswirkungen sowie Alterationen der
Glykosylierung mit Hilfe statistischer, immunhistochemischer und
molekularbiologischer Methoden untersucht.

Die Ergebnisse der GalNT2-transgenen Mauslinie konnten beweisen, dass durch
GalNT2-Uberexpression mehr T-Antigen, jedoch kein tumorspezifisches Tn-Antigen
entsteht. Histologisch zeigt sich aufgelockertes, vermehrt mit Bindegewebssepten
sowie Adipozyten durchsetztes Pankreasgewebe. Dies hat jedoch, insbesondere im
Vergleich zur tripletransgenen Mauslinie, eher geringflugige Auswirkungen auf die
Korpergewichte und somit rickschlieRend auf die Organfunktion.

Die Ergebnisse der tripletransgenen Mauslinie unterscheiden sich in vielerlei Hinsicht
von denen der GalNT2-transgenen Mauslinie. Phanotypisch zeigen sich deutlich
verringerte Organ- sowie Korpergewichte. Mikroskopisch ahnelt das
Erscheinungsbild dem der chronischen Pankreatitis mit ausgepragter Atrophie des
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exokrinen Pankreasgewebes. Bei immunhistochemischen Farbungen und der
Durchfihrung von Western Blots konnte eine vermehrte Tn- sowie STn-Expression

nachgewiesen werden, jedoch keine gesteigerte T-Antigen-Expression.

Diese Ergebnisse liefern bedeutsame neue Erkenntnisse zum Thema aberrante
Glykosylierung im Pankreas. Sie bedurfen jedoch weiterer intensiver Forschung um

die Zusammenhange dieser komplexen Thematik besser zu verstehen und um dem

langfristigen Ziel der Anwendung im Klinikalltag, z.B. im Rahmen von Fruherkennung

oder gezielter Krebstherapie, ndher zu kommen.
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6 Summary

Aberrant glycosylation plays a crucial role in a variety of pathological processes,
especially in tumor diseases. The tumor-specific Tn antigen (GalNAca1-O-Ser/Thr)
has been shown in numerous studies to be associated with a negative prognosis in
various tumor entities, including pancreatic cancer. Various genetic mutations seem
to play a role in this process. The enzymes polypeptide GalNAc-transferase (GALNT)
and T-synthase with the associated chaperone COSMC are of central importance
and have each been the subject of intensive research for some time. In the
physiological context, the two enzymes mentioned catalyze the first steps of O-
glycosylation, resulting in the so-called core structure, with Core 1 (T-antigen) being

the most well-known protein.

To gain a better understanding of the pathophysiological relationships in vivo, two
pancreas-specific mutant mouse lines were generated. The first one with GalNT2
overexpression ("GalNT2 transgene") and the second one with a combination of
Cosmc knockout and GalNT2 overexpression ("tripletransgene”). In both mouse
lines, phenotypic effects as well as alterations in glycosylation were investigated
using statistical, immunohistochemical and molecular biology methods.

Results from the GalNT2 transgenic mouse line demonstrated that GalNT2
overexpression leads to more T-antigen, but not to the emergence of tumor-specific
Tn antigen. Histologically, pancreatic tissue was found to be loosened and
increasingly permeated with connective tissue septa as well as adipocytes. However,
compared to the tripletransgenic mouse line, this has only minor effects on body
weight and thus on organ function.

The results of the tripletransgenic mouse line differ in many respects from those of
the GalNT2 transgenic mouse line. Phenotypically, a distinct reduction in both organ
and body weights were observed. Microscopically, the appearance resembles that of
chronic pancreatitis with marked atrophy of the exocrine pancreatic tissue.
Immunohistochemical staining and Western blots demonstrated increased Tn and

STn expression, but no increased T antigen expression.
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These results provide significant new insights into aberrant glycosylation of
pancreatic tissue. However, further intensive research is required to better
understand the interrelationships of this complex topic and to get closer to the long-
term goal of application in daily clinical practice, including in the context of early
cancer detection and targeted cancer therapy.
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7 Abkurzungsverzeichnis
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8 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Histologischer Aufbau des Pankreas. Zu sehen ist rechts unten im Bild eine
Langerhans-Insel, umgeben von Azini (mit Stern markiert), der Pfeil zeigt auf einen
beispielhaft angeschnittenen Ausfuhrungsgang (Ductus). Modifiziert nach (Hezel et

= T2 010 ) SRR 7

Abb. 2: Histologie des gesunden Pankreas, der milden und der schweren
chronischen Pankreatitis sowie des duktalen Adenokarzinoms. Modifiziert nach (Pan
L= = | I 0 PP UPRPRRRR 10

Abb. 3: Schematische lllustration des Pankreas mit Darstellung der
Pankreassternzellen (pancreatic stellate cells) in Fluoreszenzmarkierung, welche ein
dreidimensionales Netzwerk zwischen den azinaren Lobuli bilden. Aus (Ferdek and
JAKUDOWSKE 20717 ). ..t 11

Abb. 4: PanIN Histologie. A) Low-grade PanlIN; B) High-grade PanIN; C) Duktales
Adenokarzinom des Pankreas mit perinaeuraler Invasion; D) normales

Pankreasgewebe (Ductus umgeben von Azini). Aus (Pan et al. 2009)..................... 14

Abb. 5: Schematische lllustration der Progression von normalem Drusenepithel zu
Low-grade und High-grade PanINs mit entsprechenden Schllsselereignissen
genetischer Alterationen (sog. ,PanIN-Progressionsmodel®). Aus (Singhi and Maitra
120 < ) TR O PPURUOPRPPRPR 14

Abb. 6: N- und O-Glykosylierung im Uberblick. Aus (Van den Steen et al. 1998). ... 16

Abb. 7: Syntheseweg von O-Glykan-Strukturen. Modifiziert nach (Loureiro et al.
P20 PP PP PPPPPPPP 20

Abb. 8: Herstellung von O-Glycanen in Zellen mit funktionierendem Cosmc
verglichen mit Zellen, in denen Cosmc als Chaperon fehlt. Links: das im ER
exprimierte Cosmc bindet an die inaktive T-Synthase und aktiviert diese durch eine
korrekte Faltung. Die als Dimer vorliegende T-Synthase wandert nun in den Golgi
Apparat und kann dort ihre Funktion austben. Rechts: Fehlt Cosmc, wird die neu
synthetisierte T-Synthase von anderen Chaperonen gebunden und falsch gefaltet,
wodurch sie ins Zytplasma retransloziert, ubiquitiniert und im 26S-Proteasim
abgebaut wird. Dies hat die Expression von Tn- und STn-Antigenen auf der
Zelloberflache zur Folge. Aus (Ju, Otto, and Cummings 2011a).........cccooeviiiiiiinnnnns 28



Abb. 9: Genetischer Hintergrund der Mausmodelle. A) Mauslinie A mit GalNT2-
Uberexpression ("transgen"); B) Mauslinie B mit Cosmc-Knockout und GalNT2-

Uberexpression ("tripletransgen = TTG"). ....c..oovoeeeeeceeeeee e 31

Abb. 10: Korpergewichte wildtypischer (WT) vs. GalNT2-transgener (TG) Mause der
Altersstufen 6 und 20 Wochen im VergleiCh. ..., 46

Abb. 11: Pankreas Organgewichte wildtypischer (WT) vs. GalNT2-transgener (TG)
Mause der Altersstufen 6 und 20 Wochen im Vergleich............cccccviiiiiiiiin. 47

Abb. 12: Makroskopische Pankreas Praparate, Wildtyp (WT) vs. GaINT2-
Uberexpression (GalNT2-Tg) im Alter von 8 WOchen. ...........ccccveveuveueeceeeeeeeenae 48

Abb. 13: HE-Farbung Pankreas; Wildtyp vs. GalNT2-Uberexpression verschiedener
Alterstufen. Sternmarkierung: Fettzellen; Pfeilmarkierung: Bindegewebe. 100-fache
JV4=T o[ (o] RY=T U] o o [ PPPPPPPPPPPPPPR N 49

Abb. 14: Chromogenfarbung Pankreas mit GALNT2-Antikorper (rot). 200-fache
JV4=T (o[ (o] RY=T U] o o [OOSR PPPPPPPTR 50

Abb. 15: Fluoreszenzfarbung Pankreas mit DAPI (blau) und GALNT2-Antikorper
(griin). 100-fache VergroBerung. ........ccooeeeeeieeeiiiaae e e e e e e e e e e e e e e e e e 51

Abb. 16: Western Blot (WB) zur Darstellung von GALNT2-Antigen mittels GALNT2-
Antikorper (AK) bei GalNT2-Uberexpression. Ladekontrolle mittels HSPAS............. 52

Abb. 17: Fluoreszenzfarbung Pankreas mit DAPI (blau), PNA (rot) und VVA (grun,
hier nicht zu erkennen). 100-fache VergroRerung. .......cccccccoeeeeeeiniiieiiiiciiiiieeeeeee 54

Abb. 18: Western Blots zur Darstellung von T-Antigen mittels PNA bei GalNT2-
Uberexpression. Ladekontrolle mittels HSPAS. a) regulérer Proteinstandard; b)
HiMark™ Pre-Stained Proteinstandard. ... 55

Abb. 19: Korpergewichte 6 Wochen alter wildtypischer (WT) vs. tripletransgener
(TTG) Mause im VergleiCh. ... 57
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Abb. 22: HE-Farbung Pankreas Wildtyp vs. TTG-Mauslinie verschiedener
Altersstufen. Sternmarkierung: Bindegewebe; Pfeilmarkierung: Fettzellen. 100-fache
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Abb. 23: Fluoreszenzfarbung Pankreas mit DAPI (blau) und GALNT2-Antikorper
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Abb. 24: Fluoreszenzfarbung Pankreas mit DAPI (blau) und Tn-Antikorper (grin).. 63

Abb. 25: Fluoreszenzfarbung Pankreas mit DAPI (blau), VVA (grin) und PNA (rot).

Abb. 26: Western Blots zur Darstellung von Tn-Antigen; a) mittels Tn-Antikorper (AK)
bei TTG-Mausen; b) mittels VVA bei TTG- und Cosmc-KO-Mausen. Ladekontrolle
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