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1  EINLEITUNG

Unter dem Begriff Tumor versteht man die Neubildung (Neoplasie) von Korpergewebe, die
gutartig (benigne) oder bosartig (maligne) verlaufen kann. Benigne Tumoren zeichnen sich
durch lokal begrenztes Wachstum ohne Infiltration in das angrenzende Gewebe aus. Im
Gegensatz dazu ist die Fahigkeit von Zellen, in das benachbarte Gewebe einzudringen und in
entfernten Organen Absiedlungen (Metastasen) auszubilden, ein eindeutiges Kriterium fiir
Malignitit [WEINBERG, 2007]. Krebs ist die Bezeichnung fiir maligne Tumore
[PSCHYREMBEL, 2007] und ist mittlerweile nach den Herz-Kreislauferkrankungen die
zweithdufigste Todesursache in den Industrienationen [OECD, Organisation for Economic
Co-operation and Developement, 2006]. Die Differenzierung eines Tumors richtet sich nach
dem urspriinglichen Zelltyp. Karzinome, welche sich aus dem Epithel ableiten, sind am
weitesten verbreitet. Sie sind verantwortlich fiir iiber 80% der Todesfille, die auf Krebs
zuriickzufiihren sind. Bei Sarkomen zum Beispiel handelt es sich um maligne Neoplasien des
Binde- und Stiitzgewebes. Die Begriffe Leukdmie und Lymphom bezeichnen Tumore

hdmatogenen Ursprungs [ WEINBERG, 2007].

Im Jahr 2007 starben weltweit 7,9 Millionen Menschen an Krebs, was 13% aller Todesfille
entspricht. Nach Schitzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO, World Health
Organization) soll die Zahl der Todesfille, welche auf Krebs zuriickzufiithren sind, auf bis zu
12 Millionen im Jahr 2030 steigen [WHO, 2008]. Allein in Deutschland wird die Zahl der
jéhrlichen Neuerkrankungen an Krebs auf tiber 430.000 geschitzt [ROBERT KOCH-INSTITUT,
2008]. All diese Fakten verdeutlichen den dringenden Bedarf an neuen und effektiveren
Therapiestrategien. Hierbei riicken Zelloberflichenstrukturen immer mehr in den Mittelpunkt
der Tumorforschung. Insbesondere die Glykostrukturen auf Proteinen und Lipiden sind von
besonderem Interesse, da es sich bei ihnen oftmals um Targetstrukturen von Antikorpern und
zytotoxischen Lektinen sowie auch anderen Toxinen handelt. Gegeniiber gesunden Zellen ist
das Glykoexpressionsmuster in Tumorzellen sehr hiufig verdndert. Somit konnte man sich im
Rahmen einer adjuvanten Therapie eine Uberexpression zu Nutze machen und in selbigem
Fall zytotoxische Substanzen einsetzen, welche bevorzugt die Tumorzellen angreifen. Da
jedoch nicht alle Patienten, die an einem bestimmten Tumortyp erkrankt sind, das gleiche
Expressionsmuster zeigen, tritt die Individualtherapie immer mehr in den Vordergrund. In der
vorliegenden Arbeit soll die Expression von Glykosphingolipiden, die von potentiellem

therapeutischen Interesse sind, in Tumoren des Gastrointestinaltraktes analysiert werden.
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1.1 PANKREASTUMOREN

Das Pankreas (Bauchspeicheldriise) stellt nach der Leber die zweitgrofite Driise des
Verdauungssystems dar. Es handelt sich um ein 12-20 cm langes, 3-5 cm breites und 1-3 cm
dickes Organ, welches im Retroperitonealraum (hinter dem Bauchfell/Peritoneum) des oberen
Abdomens lokalisiert ist und sowohl als exokrine als auch endokrine Driise fungiert [POUR ef
al., 1994]. Das exokrine Pankreas ist eine rein serdse Driise, die pro Tag mehr als einen Liter
Verdauungssaft produziert. Es besteht aus so genannten Azinuszellen, welche iiber 90% des
Pankreasvolumens ausmachen. Sie sind verantwortlich fiir die Produktion von alkalischem
Sekret und Verdauungsenzymen, wie zum Beispiel Lipase, Amylase, Chymotrypsin und
Elastase, welche tiber das Pankreasgangsystem (Ductus pancreaticus) in das Duodenum
(Zwolffingerdarm) abgegeben werden (exokrine Funktion). Die endokrine Funktion des
Pankreas besteht im Wesentlichen in der Regulation der Glucose-Homoostase durch die
Hormone Insulin, Glucagon und Somatostatin, welche in den Langerhans-Inseln gebildet und

direkt in das Blut tiberfiihrt werden [POUR et al., 1994; LEHNERT UND WERDAN, 2006].

Die Neoplasien des Pankreas umfassen Tumoren mit duktalem, azindrem, endokrinem und
nicht zuzuordnendem Phénotyp abhidngig von ihrer Herkunft aus dem exokrinen oder
endokrinen Pankreas. Endokrine Tumoren treten sehr selten auf. Bei lediglich 3% aller
Pankreasneoplasien handelt es sich um endokrine Tumoren. Sie kommen gleichermal3en
hiufig bei Ménnern und Frauen bevorzugt im Alter zwischen dem 3.-6. Lebensjahrzehnt vor.
Endokrine Pankreastumoren sind meist hochdifferenzierte Neoplasien, welche sich entweder
benigne verhalten oder als langsam wachsende und metastasierende Karzinome in
Erscheinung treten. Zu ihnen zéhlen zum Beispiel das Insulinom, das Gastrinom, das VIPom
(Uberproduktion des vasoaktiven intestinalen Peptids (VIP)) sowie das Glucagonom
[COLOMBO-BENKMANN UND SENNINGER, 2005; NEUHAUS UND WITTEKIND, 2007]. Bei 85%
aller Pankreasneoplasien handelt es um duktale Adenokarzinome des exokrinen Pankreas,
welche vom Pankreasgangsystem ausgehen. Weitere Tumore des exokrinen Pankreas sind
zum Beispiel das Azinuszellkarzinom, das sich vom azindren Driisenepithel ableitet, sowie

serdse und muzindse Zystadenokarzinome [NEUHAUS UND WITTEKIND, 2007].

Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Tumorproben handelt es sich ausschlie3lich
um duktale Adenokarzinome des exokrinen Pankreas. Sie treten vorwiegend im
Erwachsenenalter zwischen dem 60. und 80. Lebensjahr auf. Patienten unter 40 Jahren

erkranken nur selten an diesem Karziom [COLOMBO-BENKMANN UND SENNINGER, 2005]. In
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Deutschland lag die Inzidenzrate im Jahr 2004 bei 15,7 pro 100.000 Einwohner [ROBERT
KocH-INSTITUT, 2008]. Die Geschlechtsrelation (ménnlich/weiblich) betrdgt in westlichen
Liandern 1,6:1 und in Entwicklungslindern 1,1:1 [NEUHAUS UND WITTEKIND, 2007]. Das
Pankreaskarzinom stellt die fiinfthaufigste Todesursache bei Malignomen in der westlichen
Welt dar. Die mediane Lebenserwartung nach Diagnosestellung betrégt ungefihr 6 Monate.
Weniger als 5% der Patienten iiberleben die ersten fiinf Jahre. Somit ist das Pankreaskarzinom
unter den soliden Tumorentitidten die mit der schlechtesten Prognose [LEHNERT UND WERDAN,
2006; JEMAL et al., 2008]. Die Hauptursache hierfiir liegt in der Ineffektivitdt der Diagnose-
und Therapieansidtze sowie der Aggressivitit der Erkrankung, welche sich durch ein
ausgeprigtes lokal invasives Wachstum sowie eine frithzeitige lymphogene und hdmatogene

Metastasierungsfahigkeit auszeichnet [GHANEH et al., 2007].

1.1.1 Klassifikation und stadienabhingige Prognose

Fiir die Wahl einer differenzierten sowie individualisierten Therapie, welche der speziellen
Situation des Patienten und seines Tumors angepasst ist, ist eine exakte standardisierte
Klassifikation maligner Tumore unerldsslich. Wichtig ist hierbei, dass die Klassifikation eine
verldssliche Auskunft sowohl tiber die Ausbreitung des Tumors zum Zeitpunkt der Diagnose
und dessen biologisches Verhalten als auch iiber die voraussichtliche Prognose liefert. Seit
1943 gibt es mit dem so genannten TNM-System eine international einheitliche Beschreibung
der anatomischen Ausbreitung von Tumoren vor der Therapie. Das TNM-System wird von
der UICC (Union Internationale contre le Cancer) sowie von nationalen TNM-Komitees
betreut und weiterentwickelt. Man unterscheidet zwischen einer klinischen (TNM) und einer
pathologischen Klassifikation (pTNM). Hierbei beschreibt T die Ausdehnung des
Primértumors, N das Vorhandensein von regiondren Lymphknotenmetastasen und M das
Auftreten von Fernmetastasen. In Tabelle 1-1 ist die (p) TNM-Klassifikation von Tumoren des
exokrinen Pankreas beschrieben. Hierbei ist anzumerken, dass bei der Bestimmung von (p)N
nach regiondrer Lymphadenektomie mindestens 10 oder mehr regiondre Lymphknoten
histologisch untersucht werden miissen, um bei negativem Befund einen Tumor (p)NO
klassifizieren zu konnen. Werden weniger als 10 regiondre Lymphknoten histologisch
begutachtet, ist der pN-Kategorie in Klammern die Zahl befallener und untersuchter
regiondrer Lymphknoten obligat zuzusetzten, um somit die Verldsslichkeit der Klassifikation
anzuzeigen, zum Beispiel pNO (0/7) oder pN1 (1/5) [SOBIN AND WITTEKIND, 2002; NEUHAUS

UND WITTEKIND, 2007].
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Tabelle 1-1: TNM/pTNM-Klassifikation der Tumoren des exokrinen Pankreas.!

T Primiirtumor

PTX Primértumor kann nicht beurteilt werden

(p)TO kein Anhalt fiir Primértumor

(p)Tis Carcinoma in situ (nichtinvasiv, intraepithelial)

(p)T1 Tumor begrenzt auf Pankreas, 2 cm oder weniger in gréfter Ausdehnung

(p)T2 Tumor begrenzt auf Pankreas, mehr als 2 cm in grofiter Ausdehnung

(p)T3 Tumor breitet sich jenseits des Pankreas aus, jedoch ohne Infiltration des Truncus coeliacus oder der

Arteria mesenterica superior

umor infiltriert Truncus coeliacus oder Arteria mesenterica superior
T4 T infiltriert T i der Arteri i peri
N regionire Lymphknoten

(p)NX regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

(p)NO keine regionédren Lymphknotenmetastasen

(p)N1 regionire Lymphknotenmetastasen

M Fernmetastasen

(p)MX Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden

(p)MO keine Fernmetastasen

(p)M1 Fernmetastasen

' SOBIN AND WITTEKIND, 2002; NEUHAUS UND WITTEKIND, 2007.

Basierend auf der (p)TNM-Klassifikation lassen sich die Tumoren in verschiedene Stadien
gruppieren. Die Stadiengruppierung ist in Tabelle 1-2 dargestellt. Liegen pathologische
pTNM-Kategorien vor, so spricht man von definitiver sonst von Kklinischer

Stadiengruppierung.

Tabelle 1-2: Stadiengruppierung der Tumoren des exokrinen Pankreas.'

(MO @M1
(P)NO (PN1

(p)Tis Stadium 0 - -
T1 Stadium IA

. Stadium 1B
T2 Stadium IB Stadium TV
T3 Stadium ITA
p)T4 Stadium IIB Stadium IIT

' SOBIN AND WITTEKIND, 2002; NEUHAUS UND WITTEKIND, 2007.
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Neben der anatomischen Beurteilung eines Tumors spielt auch die histomorphologische
Charakterisierung des malignen Gewebes eine wichtige Rolle. Hierbei liefert insbesondere der
Grad der Zelldifferenzierung innerhalb des Tumorgewebes, welcher mittels pathologischer
Untersuchung bestimmt und auch als Grading (G) bezeichnet wird, essentielle Informationen
fiir Prognose und Therapie. Bei unterschiedlich differenzierten Arealen richtet sich die
Einordnung des Tumors nach dem ungiinstigsten Differenzierungsgrad. Die verschiedenen
Gruppierungen des vierstufigen Gradings sind in Tabelle 1-3 aufgelistet [NEUHAUS UND
WITTEKIND, 2007].

Tabelle 1-3: Grading maligner Tumoren.'

Grad (G) Differenzierung

1 gut differenziert

2 miBiggradig differenziert
3 schlecht differenziert

4 undifferenziert

' JUNGINGER et al., 2002; NEUHAUS UND WITTEKIND, 2007.

Zum Zeitpunkt der Diagnose gilt das TNM-Stadium als einer der besten prognostischen
Indikatoren. Die stadienabhéngige Prognose beim Pankreaskarzinom ist in Tabelle 1-4

dargestellt.

Tabelle 1-4: Pankreaskarzinom — Stadienverteilung und Prognose.

medianes Uberleben

UICC-Stadium Anteil der Patienten natiirlicher Verlauf unter Therapie
I <5% ? 11-18 Monate
II 10-30% ? 9-13 Monate

I 10-50% 63-122 Tage 4-6 Monate

v 50-70% 63-122 Tage 4-6 Monate

' LEHNERT UND WERDAN, 2006.
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1.1.2 Atiologie

Verschiedene Risikofaktoren werden mit dem Auftreten eines Pankreaskarzinoms assoziiert.
Wihrend der Zusammenhang zwischen Alter, Ubergewicht, Nikotinkonsum und
Pankreaskarzinom als gesichert gilt [LOHR et al, 2003; LOWENFELS AND MAISONNEUVE,
2005; ADLER et al., 2008], wird der Einfluss von Alkohol, Kaffee, fettreicher Erndhrung
sowie weiterer exogener Risikofaktoren eher kontrovers diskutiert [LOHR et al., 2003;
LOWENFELS AND MAISONNEUVE, 2005; LEHNERT UND WERDAN, 2006; ADLER et al., 2008;
HART et al., 2008]. Auch bei Vorliegen einer langjdhrigen chronischen oder heriditdren
Pankreatitis (Entziindung der Bauchspeicheldriise) besteht ein erhohtes Risiko, an einem
Pankreaskarzinom zu erkranken. Patienten mit einem Diabetes mellitus (Typ 2) weisen sogar
eine Verdopplung des Karzinomrisikos auf [LOHR et al, 2003; LOWENFELS AND
MAISONNEUVE, 2005; ADLER et al., 2008]. In den letzten Jahren lieferte die Molekulargenetik
in Anlehnung an das Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz kolorektaler Karzinome
(vergleiche Einleitung, Abschnitt 1.2.2) wichtige Hinweise fiir die Pathogenese duktaler
Pankreaskarzinome. Verschiedene zeitlich nacheinander auftretende Mutationen in
Protoonkogenen beziehungsweise Tumorsuppressorgenen fithren iiber so genannte PanIN
(pankreatische intraepitheliale Neoplasien; pancreatic intraepithelial neoplasia)-Léasionen
schlussendlich zum Karzinom (Abbildung 1-1) [HRUBAN et al., 2000; LOHR et al., 2003;

LOWENFELS AND MAISONNEUVE, 2005; GHANEH et al., 2007].

i —m= Karzinom

— Normal —} PanIN-1A 4}— PanIN-1B 4| —— PanIN-2 — PanIN-3 —8
Her-2/neu pl6 p33

K-ras DPC4
BRCA2

Abbildung 1-1: Progressionsmodell fiir Pankreaskarzinome.

Aus gesundem, duktalen Epithelgewebe entwickelt sich iiber mehrere, histologisch charakterisierte Vorstufen
(PanIN) ein invasives Karzinom. Verschiedene Genmutationen gehen mit der fortschreitenden Meta- und
Dysplasie einher. Im frithen Stadium tritt eine Uberexpression des Protoonkogens Her-2/neu (human epidermal
growth factor receptor 2) sowie eine Punktmutation im K-ras-Onkogen auf. Wenig spéiter kommt es zur
Inaktivierung des Tumorsuppressorgens pl6, gefolgt von dem Verlust der Tumorsuppressorgene p53, DPC4
(deleted in pancreatic carcinoma, locus 4) und BRCA2 (breast cancer, type 2) im spiten Stadium [modifiziert
nach HRUBAN et al., 2000].
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1.1.3 Diagnostik

Zurzeit fehlen sowohl verldssliche Tumormarker, welche eine Diagnose in einem frithen und
somit heilbaren Stadium ermoglichen, als auch effektive Therapieansitze, die die Prognose
der Patienten deutlich verbessern. CA 19-9 (carbohydrate antigen 19-9), auch als Sialyl
Lewis A bezeichnet, gilt als etablierter Tumormarker, der Einsatz in der Praxis findet und sich
bisher gegeniiber anderen Markern, wie zum Beispiel CEA (carcinoembryonic antigen), CA
50 (carbohydrate antigen 50) und DU-PAN-2 durchgesetzt, hat [BOECK et al., 2006; GHANEH
et al., 2007; KANNAGI, 2007; EUROPAISCHE GRUPPE FUR TUMORMARKER (EGTM), 2008].
Allerdings sind erhohte CA19-9-Konzentrationen nicht spezifisch fiir Adenokarzinome des
Pankreas, sondern treten auch bei anderen Malignomen des Gastrointestinaltraktes und
Beschwerden, wie zum Beispiel Pankreatitis, Zirthose, Gelbsucht etc., auf [DUFFY, 1998;
GHANEH et al., 2007, EGTM, 2008]. Obwohl sich CA19-9 somit nicht zur Priméirdiagnostik
eignet [LEHNERT UND WERDAN, 2006; ADLER et al., 2008; LIANG et al., 2009], wird CA19-9
in der interdisziplindren Leitlinie der Deutschen Krebsgesellschaft und der Deutschen
Gesellschaft fiir Chirurgie als prédoperativ niitzlich empfohlen, da man es zur Verlaufskontrolle
nutzen kann [LOHR et al., 2003]. Auch bei fortgeschrittenem Tumorstadium dient der CA19-
9-Spiegel als Indikator fiir das Ansprechen eines Patienten auf eine Therapie und somit fiir die
voraussichtliche Prognose [BOECK et al., 2006; GHANEH et al., 2007; LIANG et al., 2009]. Zur
Primdrdiagnostik muss weiterhin auf bildgebende Verfahren zuriickgegriffen werden

[LEHNERT UND WERDAN, 2006; GHANEH et al., 2007; ADLER et al., 2008].

1.1.4 Therapiemdoglichkeiten

Aufgrund der Aggressivitidt des Pankreaskarzinoms, der Ineffizienz der Diagnosemethoden
und dem spéten Auftreten von Symptomen befindet sich die Krankheit zum Zeitpunkt der
Diagnose bei den meisten Patienten schon im fortgeschrittenen Stadium, so dass die
chirurgische Resektion, bei welcher es sich um die einzig potentiell kurative Therapieoption
handelt, fur lediglich 10-20% der Patienten infrage kommt [ALEXANDER ef al., 1999;
LEHNERT UND WERDAN, 2006; GHANEH et al., 2007]. Hierbei ist bei Patienten im Stadium I
nach operativer Entfernung des Tumors mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von bis zu 25% zu
rechnen [LEHNERT UND WERDAN, 2006]. Innerhalb der adjuvanten Therapieansétze in Form
von Radio- und Chemotherapie werden die besten klinischen Ergebnisse derzeit durch

Kombinationstherapien mit dem Chemotherapeutikum Gemcitabin erzielt, welches 5-
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Fluorouracil (5-FU) Ende der 1990er Jahre als bevorzugtes Chemotherapeutikum abloste
[BURRIS et al., 1997; NEOPTOLEMOS et al., 2001; LI et al., 2004; PIPAS et al., 2005; LEHNERT
UND WERDAN, 2006; GHANEH et al., 2007; BOECK et al., 2007; ADLER et al., 2008; SULTANA
et al., 2008]. Allerdings fiihren auch diese Therapieansidtze zu keiner signifikanten
Verbesserung der Prognose fiir die Patienten. Ahnlich wie die anderen angewendeten Radio-
und Chemotherapien stellen sie hdufig nur einen palliativen Therapieansatz dar. Die
Ineffektivitdt der Radio- und Chemotherapieprotokolle ist vor allen Dingen auf die
hochgradige Resistenz des duktalen Adenokarzinoms gegeniiber dem Grofiteil der
eingesetzten Therapeutika zuriickzufiihren [GHANEH et al., 2007]. Ein weiteres Problem stellt
die unzureichende Spezifitit der konventionellen Radio- und Chemotherapeutika dar. Somit
werden neben den malignen Zellen oftmals auch gesunde Zellen angegriffen. Zudem findet in
vielen Fillen keine vollstindige Eliminierung der Tumorzellen statt. Dies hat zur Folge, dass
die residuellen Tumorzellen zur Bildung von Metastasen und Rezidiven fithren kénnen und
somit fiir einen Krankheitsriickfall nach Standardtherapie verantwortlich sind. In den
vergangenen Jahren wurden aus diesem Grund neue, alternative Therapiestrategien auf ihre
Wirksamkeit hin untersucht. Ein besonderes Augenmerk wird hierbei auf so genannte
(ziel)gerichtete Therapien (targeted therapies) gelegt, welche unter Einsatz von monoklonalen
Antikorpern, Toxinen oder Inhibitoren spezifisch in  Signaltransduktions- und
Stoffwechselwege von Krebszellen eingreifen [LI e al, 2004; MIMEAULT et al., 2005;
GHANEH et al., 2007]. In klinischen Studien wurden zum Beispiel mit den monoklonalen
Antikdrpern Cetuximab und Bevacizumab (Avastin), die gegen die Zelloberflaichenmolekiile
EGFR (epidermal growth factor receptor) beziechungsweise VEGF (vascular endothelial
growth factor) gerichtet sind, erste Erfolge erzielt [MENDELSOHN ef al., 2001; LI et al., 2004;
XIONG, 2004; XIONG et al.; 2004; MIMEAULT et al., 2005; KINDLER et al., 2005]. Sowohl
EGFR als auch VEGF werden in Pankreaskarzinomen iiberexprimiert und eignen sich somit
als molekulare Targets fiir Antikdrper-basierte Therapien [KORC ef al., 1992; SEO et al., 2000;
GHANEH et al., 2007].
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1.2 KOLONTUMOREN

Der Dickdarm gliedert sich bei einer Lange von cirka 110 cm in folgende vier Abschnitte:
aufsteigender (ascendens), transversaler (transversum), absteigender (descendens) und
sigmoidaler (sigmoideum) Kolon. Im Dickdarm findet vor allen Dingen die Resorption von
Wasser, Elektrolyten sowie kurzkettigen Fettsduren statt. Des Weiteren zersetzen
Darmbakterien Ballaststoffe und versorgen den Organismus mit Vitamin K. Auf den
Dickdarm folgt der ca. 15 cm lange Mastdarm (Rektum), welcher der Zwischenspeicherung
des Kots, das heiit der unverdaulichen und unvertrdglichen Nahrungsreste, dient [BURDA,
2005].

Aufgrund embryologischer sowie biologischer Gemeinsamkeiten werden Kolon- und
Rektumkarzinome in der Literatur oft gemeinsam behandelt. Das kolorektale Karzinom
(KRK) stellt weltweit bei Ménnern und Frauen die vierthdufigste Krebserkrankung dar. Allein
im Jahr 2007 starben ungefihr 677.000 Menschen an einem Kolon- oder Rektumkarzinom
[WHO, 2008]. Die Inzidenzrate ist hierbei in den Industrienationen, in welchen es sich bei
dem KRK um die zweithdufigste Krebserkrankung handelt, weitaus hoher als in den
Entwicklungsliandern [WEITZ et al., 2005]. In Deutschland erkranken jéhrlich iiber 37.000
Mainner und ca. 36.000 Frauen an einem KRK. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei
Mainnern bei 69 und bei Frauen bei 75 Jahren. Der Darmkrebs stellt hierzulande nach dem
Lungenkrebs bei Minnern und dem Brustdriisenkrebs bei Frauen die zweithdufigste Ursache
der krebsbedingten Todesfdlle dar [ROBERT KOCH-INSTITUT, 2008]. Wihrend bei dem KRK
im frithen Stadium gute Aussichten auf eine Heilung bestehen, betrdgt die 5-Jahres-
Uberlebensrate fiir Patienten, welche zum Zeitpunkt der Diagnose Fernmetastasen aufweisen,

lediglich 10% [JEMAL et al., 2008].

Bei 80-85% aller Kolon- und 85-90% aller Rektumkarzinome handelt es sich um
Adenokarzinome. Weitere Karzinome des Kolons und Rektums sind zum Beispiel das
muzindse  Adenokarzinom, das hoch aggressive  Siegelringzellkarzinom, das
Plattenepithelkarzinom sowie Karzinome endokrinen Ursprungs [JUNGINGER et al., 2002]. In

der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich Adenokarzinome des Kolons untersucht.
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1.2.1 Klassifikation und stadienabhéingige Prognose

Die TNM-Klassifikation sowie die Stadiengruppierung von Kolonkarzinomen nach der UICC
sind in Tabelle 1-5 wund Tabelle 1-6 dargestellt. Zur Beurteilung der
Lymphknotenmetastasierung ((p)N) miissen mindestens 12 regiondre Lymphknoten
histologisch untersucht werden, um bei negativem Befund einen Tumor als pNO einzustufen.
Werden weniger als 12 regiondre Lymphknoten untersucht, ist dem Befund die Zahl der
untersuchten Lymphknoten in Klammern zuzusetzen, um die Verldsslichkeit der

Klassifikation anzuzeigen, zum Beispiel pNO(0/2) oder pN1(1/9).

Tabelle 1-5: TNM/pTNM-Klassifikation fiir kolorektale Karzinome.'

T Primiirtumor

(p)TX Primértumor kann nicht beurteilt werden

(p)TO kein Anhalt fiir Primértumor

(p)T1 Tumor infiltriert Submukosa

(p)T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

(p)T3 Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa oder in nicht peritonealisiertes

perikolisches oder perirektales Gewebe

(p)T4 Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen und/oder perforiert das viszerale Peritoneum
N regionire Lymphknoten

(p)NX regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

(p)NO keine regiondren Lymphknotenmetastasen

(p)N1 Metastasen in 1-3 regiondren Lymphknoten

(p)N2 Metastasen in 4 oder mehr regionédren Lymphknoten

M Fernmetastasen

(p)MX Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden

(p)MO keine Fernmetastasen

(p)M1 Fernmetastasen

' SOBIN AND WITTEKIND, 2002; JUNGINGER ef al., 2002.
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Tabelle 1-6: Stadiengruppierung von kolorektalen Tumoren.'

(MO M1
(p)NO (p)N1 (p)N2
®T1 Stadium I Stadium ITIA
@12 Stadium IT1IC Stadium IV
T3 Stadium ITA Stadium I1IB
(p)T4 Stadium II1B

! SOBINAND WITTEKIND, 2002; JUNGINGER ef al., 2002.

Analog zur histologischen Charakterisierung der Pankreaskarzinome wird das vierstufige
Grading nach den Vorgaben der UICC [JUNGINGER et al., 2002] auch zur Beschreibung des
Differenzierungsgrades von Kolonkarzinomen verwendet (vergleiche Tabelle 1-3). Ebenfalls
gilt, dass bei dem Vorliegen verschiedener Differenzierungsgrade die Einordnung nach dem
ungiinstigsten Differenzierungsgrad, ohne Beriicksichtigung quantitativer Verhiltnisse,

erfolgt.

Auch beim Kolonkarzinom ist das TNM-Stadium bei Diagnosestellung der beste
prognostische Indikator. Die geschitzten 5-Jahres-Uberlebensraten fiir die verschiedenen

UICC-Stadien sind in Tabelle 1-7 aufgelistet.

Tabelle 1-7: Stadienabhiingige Prognose beim Kolonkarzinom.'

UICC-Stadium 5-Jahres-Uberlebensrate
1 T1:97%; T2: 90%

A 78%

1B 63%

MIA/TIB 66%

aIc 37%

v 4%

' LEHNERT UND WERDAN, 2006.
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1.2.2 Atiologie

Im GroBteil der Félle handelt es sich um sporadische KRK (88-94%), bei deren Entstehung
sowohl genetische Faktoren als auch Umweltfaktoren eine Rolle spielen. Etwa 20% der
Patienten besitzen eine familidre Pradisposition an einem KRK zu erkranken, ohne hierbei die
Kriterien fiir ein hereditdres KRK zu erfiillen [LYNCH AND DE LA CHAPELLE, 2003; WEITZ et
al., 2005]. Den wichtigsten Risikofaktor fiir das Entstehen eines KRK stellt das Auftreten
beziehungsweise Vorhandensein von neoplastischen Darmpolypen dar, wobei das Risiko mit
der Anzahl und der Grofe der Adenome steigt. Die Pathogenese des sporadischen KRK ist
durch eine histologisch und makroskopisch nachweisbare Progression (Adenom-Karzinom-
Sequenz) charakterisiert, welche mit spezifischen molekularen Verdnderungen (Multistep-
Karzinogenese) einhergeht (Abbildung 1-2) [FEARON AND VOGELSTEIN, 1990; VOGELSTEIN
AND KINZLER, 2004; GEIBLER UND GRAEVEN, 2005]. Als exogene Risikofaktoren fiir das
Auftreten eines sporadischen KRK gelten Alter, fleisch- und fettreiche Erndhrung, niedriger
Konsum an Ballaststoffen, Ubergewicht, mangelnde Bewegung, Rauchen, Alkoholabusus,
entziindliche Darmerkrankungen sowie ein vorausgegangenes KRK [ALEXANDER ef al., 1999;

WEITZ et al., 2005; GEIBLER UND GRAEVEN, 2005].

Bei ca. 5-10% der Fille handelt es sich um hereditire KRK. Die beiden Hauptformen stellen
das hereditdre kolorektale Karzinom ohne Polyposis (HNPCC, hereditary nomnpolyposis
colorectal cancer) und die familidre adenomatdse Polyposis (FAP, familial adenomatous

polyposis) dar [LYNCH AND DE LA CHAPELLE, 2003; WEITZ et al., 2005].

Chromosom 5q 12p 16q 17p
Veranderung Verlust Mutation Verlust Verlust
Gen APC K-ras pcc P53
DNA andere
Hypermethylierung Veranderungen
normales hyperprolief. fruhes intermediéres spates L
Epithel = Epithel " Adenom [ Adenom [ Adenom Karzinom — —=|  Metastasen

Abbildung 1-2: Progressionsmodell fiir KRK (Adenom-Karzinom-Sequenz) nach Fearon und
Vogelstein [1990].
Die Tumorgenese des KRK geht mit einer Akkumulation genetischer und chromosomaler Veridnderungen einher.
Der Ubergang vom normalen zum hyperproliferativen Epithel ist gekennzeichnet durch einen Verlust der
Heterozygositit des Tumorsuppressorgens APC (adenomatous polyposis coli) auf Chromosom 5q. In einem
zweiten Schritt erfolgt eine Hypermethylierung der DNA, gefolgt von einer Aktivierung des K-ras-Onkogens.
Das Stadium eines spiten Adenoms wird durch einen Verlust des Tumorsuppressorgens DCC (deleted in colon
cancer) eingeleitet. Der Ubergang zum malignen Karzinom ist gekennzeichnet durch einen Verlust des
Tumorsuppressorgens p53 [FEARON AND VOGELSTEIN, 1990; GEIBLER UND GRAEVEN, 2005].
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1.2.3 Diagnostik

Die wichtigste diagnostische Modalitit ist die totale Koloskopie (Endoskopische
Dickdarmuntersuchung/Darmspiegelung), welche gleichzeitig die histologische Sicherung
durch Entnahme einer Biopsie erméglicht oder auch eine Polypektomie (Entfernung der
Darmgeschwiilste bei der Koloskopie mit einer Schlinge) gestattet. Sie stellt das Gold-
Standard-Verfahren zur Detektion von KRK dar [ALEXANDER et al., 1999; SCHULMANN et al.,
2002; GEIBLER UND GRAEVEN, 2005; WEITZ et al., 2005; LEHNERT UND WERDAN, 2006;

SCHMIEGEL ef al., 2008].

Ahnlich wie beim Pankreaskarzinom haben aufgrund des Fehlens verlisslicher Tumormarker
serologische Untersuchungen fiir die Primirdiagnostik keine Bedeutung [ALEXANDER et al.,
1999]. Als niitzlichster und am besten untersuchter Marker fiir Karzinome des Kolons und
Rektums gilt das CEA. Aufgrund mangelnder Sensitivitit und Spezifitéit eignet es sich jedoch
weder fiir Screeningtests noch zur Diagnostik. Allerdings kommt das CEA als prognostischer
Marker sowie bei der Verlaufsbeobachtung kurativ operierter Patienten zum Einsatz. Auch zur
Uberwachung der Therapie bei fortgeschrittener Krankheit dient das CEA als aussagekriftiger
Marker [GOLDSTEIN AND MITCHELL, 2005; GEIBLER UND GRAEVEN, 2005; LEHNERT UND
WERDAN, 2006; DUFFY et al, 2007; EGTM, 2008]. Die Europdische Gruppe fiir
Tumormarker (EGTM, European Group on Tumour Markers) empfiehlt in ihren Richtlinien
jedoch keine der weiteren, in der Literatur als Serummarker vorgeschlagenen Strukturen wie
zum Beispiel CA 19-9 oder CA 242 zur Prognoseeinschédtzung oder fiir den Einsatz in der
Verlaufskontrolle [DUFFY et al, 2007]. Als Screeningverfahren wird auch der fikale
Okkultbluttest (FOBT, fecal occult blood test) angewendet. Allerdings besteht beim
Hamokkult-Test ebenfalls der Nachteil sowohl in der geringen Sensitivitdt als auch in der
geringen Spezifitit. So kann selbst bei negativem Hdmokkult-Befund ein KRK nicht
ausgeschlossen werden [SCHULMANN et al., 2002; GEIBLER UND GRAEVEN, 2005; DUFFY et
al., 2007; SCHMIEGEL et al., 2008].

1.2.4 Therapiemdoglichkeiten

Die vollstindige Resektion des KRK ist die unabdingbare Voraussetzung zur Heilung des
Patienten [ALEXANDER et al., 1999; WEITZ et al., 2005; GEIBLER UND GRAEVEN, 2005;
LEHNERT UND WERDAN, 2006]. Im Frithstadium ist in vielen Féllen eine radikale onkologisch-

chirurgische Therapie nicht notig, so dass die Patienten endoskopisch und chirurgisch mittels
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minimal invasiver Therapieverfahren behandelt werden konnen. Nach der Resektion des
Tumors gelten sie zu 95% als geheilt und bediirfen keiner spezifischen Nachsorge au3er einer
Kontrollkoloskopie 3 bis 6 Monate nach der Operation [GEIBLER UND GRAEVEN, 2005;
LEHNERT UND WERDAN, 2006]. Allerdings werden aufgrund unzuverldsslicher
Screeningverfahren und dem spiten Auftreten von Symptomen etwa 95% aller KRK erst in
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert und bediirfen der radikalen chirurgischen Therapie
[GEIBLER UND GRAEVEN, 2005]. Hierbei gelten die Stadien II und III als kurativ angehbar. Fiir
Patienten mit metastasierendem KRK (Stadium IV), welche meist nicht mehr kurativ
resektabel sind, kommen in der Regel lediglich palliative Therapieansidtze in Frage
[ALEXANDER et al., 1999; WEITZ et al., 2005; LEHNERT UND WERDAN, 2006]. Selbst nach
einer RO-Resektion (vollstindige Entfernung des Tumors) eines KRK treten bei bis zu zwei
Dritteln der Patienten lokale, regiondre oder weiter entfernte Metastasen auf [GEIBLER UND
GRAEVEN, 2005]. Aus diesem Grund wird die chirurgische Therapie zunehmend Teil eines
multimodalen Therapiekonzepts, um residuelle Tumorzellen zu eliminieren und somit das
Auftreten von Rezidiven sowie Metastasen zu verhindern beziehungsweise in einigen Féllen
bereits bestehende Metastasen erfolgreich zu therapieren [GEIBLER UND GRAEVEN, 2005].
Solche interdisziplindren Ansdtze umfassen neben der chirurgischen Resektion verschiedene,
meist 5-FU- und Oxaliplatin- basierte, Chemo- sowie Radiotherapieprotokolle [GEIRLER UND
GRAEVEN, 2005; WEITZ et al., 2005; LEHNERT UND WERDAN, 2006; MANO AND DUHOUX,
2008; WOLPIN AND MEYER, 2008; SCHMIEGEL et al., 2008]. Wie bei den Pankreaskarzinomen
riicken auch zur Behandlung des KRK (ziel)gerichtete Therapien immer mehr ins Zentrum
des Interesses. So konnte vor allen Dingen im fortgeschrittenen Stadium der Krankheit bei
zusitzlicher Gabe der monoklonalen Antikérper Cetuximab und Bevacizumab im Rahmen
einer adjuvanten Chemotherapie eine signifikante Verbesserung des progressionsfreien
Uberlebens sowie des Gesamtiiberlebens beobachtet werden [WEITZ et al., 2005; LEHNERT
UND WERDAN, 2006; DE GRAMONT et al., 2006; BERNOLD AND SINICROPE, 2006; KLEIN AND

GOTTFRIED, 2007].
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1.3 GLYKOSPHINGOLIPIDE (GSL)

Johann Ludwig Wilhelm Thudichum (1829-1901), ein deutscher Mediziner, dessen Interesse
fiir die Biochemie bei Arbeiten im Labor von Julius Liebig, dem fithrenden Chemiker seiner
Zeit, geweckt wurde, kann als ,,Vater der Sphingolipidforschung®“ angesehen werden.
Thudichum war der erste Wissenschaftler, der bei seinen Arbeiten verschiedene Lipide wie
Cerebrosid, Sphingosin, Sphingomyelin sowie Ceramid aus humanen Gehirnen isolierte und
benannte [DEBUCH AND DAWSON, 1965; YAMAKAWA, 1996]. Seit ihrer Entdeckung vor tiber
hundert Jahren, wurde eine Vielzahl an Glykosphingolipiden (GSL) charakterisiert und ihr
qualitativer sowie quantitativer Anteil in verschiedenen Organen und Geweben von

Vertebraten bestimmt [ YU AND SAITO, 1989].

Bei den GSL handelt es sich um amphipathische Molekiile, die sich aus einem hydrophilen
Oligosaccharidpart und einer hydrophoben Komponente, dem Ceramid, zusammensetzen
[LOCHNIT et al., 2001; MAGGIO et al., 2006; HAKOMORI, 2008]. In den meisten Vertebraten
bildet das langkettige, einfach ungesittigte Aminodiol Sphingosin (2-Amino-4-octadecen-1,3-
diol), welches auch als 4-Sphingenin (d18:1) bezeichnet wird, das Riickgrat des Ceramids.
Die Aminogruppe am C2-Atom des Sphingosins ist iiber eine Amidbindung mit einer
Fettsdure verkniipft, deren Lidnge und Sittigung variiert (Abbildung 1-3). Die substituierte
Fettsdure besteht meist aus 14 (C14) bis 26 (C26) Kohlenstoffatomen. In humanen Geweben
finden sich vorwiegend Ceramide mit C16- oder C24-Fettsduren. Der Kohlenhydratteil ist
glykosidisch an die primédre Hydroxylgruppe am Cl-Atom des Sphingosins gebunden. Man
unterscheidet zwischen ungeladenen, neutralen GSL und negativ geladenen Sulfatiden sowie
Gangliosiden.  Ganglioside besitzen mindestens eine Sialinsdure, entweder N-

Acetylneuraminsiure (NeuSAc) oder eines ihrer Derivate, in threr Oligosaccharidkette.
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Abbildung 1-3: Schematische Darstellung der GSL-Grundstruktur.
GSL setzen sich aus einem hydrophilen Oligosaccharid- und einem lipophilen Ceramidpart zusammen. Das
Ceramid besteht aus einem langkettigen Aminoalkohol, dem Sphingosin, welches amidartig mit einer Fettsdure
verkniipft ist. Wahrend die Liange der Fettsdure meist zwischen 16 bis 24 Kohlenstoffatomen variiert, stellt das
Sphingosin innerhalb einer Spezies einen relativ konstanten Molekiilpart dar.

Die Biosynthese der GSL beginnt im Endoplasmatischen Retikulum (ER) mit dem Aufbau des
Ceramids, dessen Glykosylierung im Anschluss schrittweise im Golgi-Apparat erfolgt [LLYOD
AND FURUKAWA, 1998; SANDHOFF AND KOLTER, 2003; YU ef al., 2004; VAN ECHTEN-DECKERT
AND GURAVI, 2008]. Aufgrund von Strukturunterschieden in der Oligosaccharidkette lassen
sich die GSL im Wesentlichen in vier Familien einteilen: die Ganglio-, Globo-, Lacto- und
Neolactoserie. Vertreter der vier Serien, welchen alle eine gemeinsame Vorlduferstruktur, das
Lactosylceramid, zugrunde liegt, sind in Tabelle 1-8 dargestellt. Die Benennung erfolgt nach
den Vorgaben der IUPAC-IUB-Kommission fiir biochemische Nomenklatur (IUPAC-IUB

Joint Commision on Biochemical Nomenclature) [CHESTER, 1999]. Der Name enthélt hierbei:

1) die Bezeichnung der Strukturfamilie, das heilt Globo (Gb), Ganglio (Gg), Lacto (Lc)
oder Neolacto (nLc)

2) die Anzahl der Monosaccharideinheiten

3) sowie das Suffix ,,Ceramid* (Cer)
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Tabelle 1-8: Strukturen von neutralen GSL der Ganglio-, Globo-, Lacto- und Neolactoserie’.

Struktur Trivialname Symbol Abkiirzung
Glcp1Cer Glucosylceramid GlcCer -
GalB4GlcB1Cer Lactosylceramid Le2Cer -
Ganglioserie

GalNAcB4GalB4Glep1Cer Gangliotriaosylceramid Gg3Cer  Gg3
GalB3GalNAcB4GalB4Glcp1Cer Gangliotetraosylceramid ~ Ggd4Cer  Gg4
GalNAcB4Galp3GalNAcB4Galp4GlcB1Cer Gangliopentaosylceramid ~ GgSCer  Gg5
Globoserie

Galo4GalB4Glep1Cer Globotriaosylceramid Gb3Cer  GDb3
GalNAcB3Galoi4GalB4Glep1Cer Globotetraosylceramid Gb4Cer  Gb4
Galf3GalNAcP3Galo4Galp4Glep1Cer Globopentaosylceramid Gb5Cer  Gb5
Lactoserie

GIcNAcB3GalB4Glep1Cer Lactotriaosylceramid Le3Cer L3
Galp3GIlcNAcB3Galf4Glcp1Cer Lactotetraosylceramid Lc4Cer  Lc4
Galf3GIlcNAcB3Galf3GIlcNAcB3Galp4Glep1Cer Lactohexaosylceramid Le6Cer  Lc6
Galf3GIlcNAcB3Galf3GIlcNAcB3GalB3GIcNAcB3Galp4GlcflCer  Lactooctaosylceramid Le8Cer  Lc8
Neolactoserie

GalB4GIcNAcB3Galf4Glecp1Cer Neolactotetraosylceramid nLc4Cer nlLc4
Galf4GIlcNAcB3Galf4GIlcNAcB3Galp4Glcp1Cer Neolactohexaosylceramid nLc6Cer nLc6

' Nomenklatur nach den Vorgaben der [UPAC-IUB [CHESTER, 1999].

Die Nomenklatur fiir neutrale GSL wird auch fiir Ganglioside angewandt. Hierbei werden
analog zu den neutralen GSL der Name der GSL-Familie sowie die Anzahl der Zucker
angegeben. Des Weiteren werden die Sialinsdure sowie deren Bindungsstelle in der
Oligosaccharidkette ~ benannt. Romische Ziffern geben hierbei innerhalb  der
Kohlenhydratkette die Position des Zuckers an, an den die Sialinsdure gebunden ist.
Arabische Hochzahlen definieren im jeweiligen Zucker das C-Atom, mit welchem die
Sialinsdure verkniipft ist. Die Benennung der Ganglioside der Ganglioserie erfolgt in der

Literatur meist nach Svennerholm [SVENNERHOLM, 1963] (Tabelle 1-9).
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Tabelle 1-9: Strukturen von GM3, GD3 sowie von Gangliosiden der Ganglio- und Neolactoserie.

Struktur’ Abkiirzung®
IPNeu5Ac-Lc2Cer GM3
IP(Neu5Ac),-Lc2Cer GD3
Ganglioserie

IPNeu5Ac-Gg3Cer GM2
IPNeu5Ac-Gg4Cer GM1
IP(Neu5Ac),-Gg3Cer GD2
IV3Neu5Ac,IFPNeu5Ac-Gg4Cer GDla
IP(Neu5Ac),-Gg4Cer GDI1b
IV?(Neu5Ac),,IPNeu5Ac-G g4 Cer GTla
IV?Neu5Ac, IP(Neu5Ac),-Gg4Cer GT1b
IV?(Neu5Ac),, IP(Neu5Ac),-Gg4Cer GQlb
Neolactoserie

IV*Neu5Ac-nLc4Cer IV nLc4
IV°Neu5Ac-nLc4Cer IV®nLc4
VIPNeu5Ac-nLc6Cer VPnLc6
VINeu5Ac-nLc6Cer VI°nLc6

' Die Grundstrukturen der Ganglio- und Neolactoserie sind in Tabelle 1-8 dargestellt. Die Nomenklatur erfolgt nach den
Vorgaben der [UPAC-IUB [CHESTER, 1999].

Die Abkiirzungen der Ganglioserien-Ganglioside erfolgen nach der Orginalbezeichnung von Svennerholm
[SVENNERHOLM, 1963].

2

GSL kommen bei Séugetierzellen ubiquitir in der exoplasmatischen Seite von
Zellmembranen vor [LEDEEN ef al., 1982]. Thr Lipidpart ist hierbei in der Plasmamembran
verankert, wihrend die Oligosaccharidkomponente in den Extrazellularraum ragt [SONNINO,
2006a,b]. GSL in Membranen von Zellorganellen oder Granula weisen auch auf einen

intrazelluldaren GSL-Pool hin [HAKOMORI, 1990; GILLARD et al., 1993].

GSL sind meist mit so genannten Lipid-Rafts (raft, engl. fir FloB) assoziiert (Abbildung 1-4).
Bei den Lipid-Rafts handelt es sich um Cholesterol- und Sphingolipid-reiche Mikrodoménen
in Zellmembranen [SIMONS AND IKONEN, 1997]. Der Aufbau der Lipid-Doppelschicht in den
Lipid-Rafts ist asymmetrisch: GSL, Sphingomyelin und Cholesterol reichern sich auf der
exoplasmatischen Seite der Membran an (,,GSL-Cholesterol Rafts*), wihrend auf der
zytoplasmatischen Seite Glycerolipide und Cholesterol zu finden sind. In beiden Fillen fullt
das Cholesterol die Liicken zwischen den Acylresten aus. Héufig sind funktionale

Membranproteine, wie zum Beispiel Tyrosin-Kinasen der src-Familie, GPI
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(Glycosylphosphatidylinositol)-verankerte Proteine, Caveoline etc., mit den Rafts assoziiert.
Aufgrund der tiberwiegend gesittigten Fettsdurereste der Sphingolipide sind die Lipid-Rafts
stiarker geordnet und dichter gepackt als die Umgebung. Sie “schwimmen® wie Fl68e in der
zweidimensionalen Fliissigkeit der Membranen [SIMONS AND IKONEN, 1997; LUNDQUIST AND
TOONE, 2002].

/ \ caveola

WS i
R " iy
_ W || iR

f

Abbildung 1-4: Organisation von Rafts und Caveolae in der Plasmamembran (Modell nach Simons
und Ikonen [1997]).
Die Lipid-Rafts (rot) sondern sich von anderen Regionen (blau) der Lipid-Doppelschicht, in welchen
ungeséttigtes Phosphatidylcholin auf der exoplasmatischen Seite die vorherrschende Spezies darstellt, ab. (A)
Lipid-Rafts enthalten sowohl Proteine, welche sich iiber einen GPI-Anker auf der exoplasmatischen Seite an die
Rafts anlagern, als auch Proteine, welche iiber einen Acylrest auf der zytoplasmatischen Seite an die Membran
gebunden sind (hier: das zu den Src-Kinasen gehorige Protein Yes), oder Proteine, welche iiber
Transmembranregionen mit den Rafts assoziiert sind, wie zum Beispiel das Hamagglutinin (HA) von
Influenzaviren. (B) Die Lipid-Doppelschicht in den Rafts ist asymmetrisch aufgebaut, wobei sich GSL (rot) und
Sphingomyelin (rot) auf der exoplasmatischen und Glycerolipide (zum Beispiel Phosphatidylserin und
Phosphatidylethanolamin) (griin) auf der zytoplasmatischen Seite anreichern. Cholesterol ist auf beiden Seiten zu
finden und fiillt den Raum unter den Kopfgruppen der Sphingolipide bezichungsweise zwischen den ineinander-
greifenden Acylketten auf der zytoplasmatischen Seite aus. (C) Rafi-assoziierte Caveoline bilden
Membraneinstiilpungen, so genannte Caveolae, aus, welche sowohl bei der Transzytose als auch bei
Signaltransduktionsprozessen eine wichtige Rolle spielen [ SIMONS AND IKONEN, 1997].

Die GSL-Clusterung in den ,,GSL-Cholesterol Rafts* bewirkt, dass die Oligosaccharidketten
der GSL eine starke Bindeaktivitdt gegeniiber ihren Liganden aufweisen [LUNDQUIST AND
TOONE, 2002]. Hakomori ef al. [1998] fiihrten den Begriff der ,,GSL-enriched microdomain®
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(GEM) fiir GSL-Cluster in Zellmembranen, welche eine funktionale Rolle bei der
Zellinteraktion und —adhésion spielen [SORICE et al., 2004], ein. Dabei wird angenommen,
dass lediglich GSL-Cluster und nicht einzelne GSL als Antigene und Rezeptoren fiir Liganden
fungieren. In der Literatur bezeichnen die Begriffe ,.glhcosignaling domain® und
»glycosynapse (Glykosynapse) Membrandoménen, in welchen die GSL auf verschiedene

Weise an Prozessen der Signaltransduktion beteiligt sind [HAKOMORI, 2002a].

Als  Zelloberflaichenmolekiile spielen GSL eine wichtige Rolle bei Zell-Zell-
Erkennungsprozessen sowie bei der Aktivierung oder Inhibierung von Membran-assoziierten
Proteinen wie Rezeptoren, Signalvermittlern (Transducern) oder Transportern [HAKOMORI et
al., 1998]. Man unterscheidet hierbei im Wesentlichen zwischen der Interaktion von GSL mit
komplementédren Rezeptoren auf benachbarten Zellen (,,trans recognition®; trans-Erkennung)
und der Regulierung der Proteinaktivitdt in der gleichen Membran (,,cis regulation®; cis-

Regulierung) [HAKOMORI, 1990; SCHNAAR, 1991].

Die GSL-vermittelte Zellerkennung kann sowohl durch die Interaktion von GSL mit ihren
Protein- beziechungsweise Lektin-Liganden [LOPEZ AND SCHNAAR, 2006] als auch durch GSL-
GSL-Interaktionen erfolgen [HAKOMORI, 2004; TODESCHINI AND HAKOMORI, 2008]. GSL
spielen zum Beispiel eine wichtige Rolle in der frithen Embryogenese, der Entwicklung des
zentralen Nervensystems, bei der Zell-Zell-Interaktion zwischen Leukozyten und dem
vaskuldren Endothel sowie bei der transmembranen Signaltransduktion [FEIzI, 2000a,b;

LOCHNIT et al., 2001; SCHNAAR, 2004].

Nicht nur im gesunden Organismus sind GSL in Zell-Erkennungsprozesse involviert.
Vielmehr spielen sie auch eine entscheidende Rolle bei Infektionsprozessen, da ihr
Oligosaccharidteil aufgrund seiner Exposition in den Extrazellularraum sowohl Viren als auch
Bakterien und bakteriellen Toxinen als Rezeptor dient [LOCHNIT ef al. 2001]. Influenzaviren,
zum Beispiel, exprimieren Hidmagglutinine, welche terminal sialylierte Ganglioside, wie
IV®NeuSAc-nLc4Cer oder IV*NeuSAc-nLc4Cer, binden. Uber diese Protein-Gangliosid-
Interaktion haften sich die Viren an ihre Wirtszellen [MUTHING et al, 1993; MILLER-
PODRAZA et al., 2000; HIDARI et al., 2007]. Bei einem GroBteil der bisher charakterisierten
Bakterienrezeptoren auf Wirtszellen handelt es sich um GSL. Sie erméglichen die spezifische
Adhésion von Bakterien an das Epithel des Wirtes, was eine wichtige Voraussetzung fiir den
Kolonisations- sowie Infektionsprozess darstellt [KARLSSON, 1989]. So zédhlen P-Fimbrien,
welche an GSL der Globoserie binden, zu den Virulenzfaktoren von uropathogenen

Escherichia coli-Stammen [ROBERTS et al., 1994; STROUD et al., 1998; GODALY et al., 1998].
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Auch das humanpathogene Bakterium Helicobacter pylori, das fiur eine Reihe von
gastroduodenalen Erkrankungen, darunter Gastritis und das Ulkus (Magengeschwiir),
verantwortlich ist und das mit malignen Erkrankungen wie dem Magenkrebs oder dem
MALT-Lymphom (MALT, mucosa associated lymphoid tissue) in Verbindung gebracht wird,
nutzt GSL-Rezeptoren, um sich an die Epithelzellen des Magens zu haften und selbige zu
kolonisieren. Es konnten verschiedene GSL-Rezeptoren identifiziert werden; entsprechend
unterscheidet man zwischen Sialinsdure-abhingigen und Sialinsdure-unabhéngigen
Helicobacter pylori-Stimmen [MILLER-PODRAZA et al., 2005; JOHANSSON et al., 2005;
ASPHOLM et al., 2006]. Beispiele fiir bakterielle Toxine, die an GSL binden, sind das
Choleratoxin [CHINNAPEN et al., 2007], das Botulinumtoxin [YOWLER AND SCHENGRUND,

2004; FUIINAGA, 2006] und Shiga Toxine [LINGWOOD, 1996; MUTHING et al., 2009].

14 GSLUND MALIGNE TRANSFORMATION

Im Wesentlichen zeigen alle humanen sowie tierischen Tumorzellen gegeniiber gesunden
Zellen auf ihrer Oberfliche ein anomales Glykoexpressionsmuster, welches auf eine
Verdnderung der Glykoprotein- und Glykolipidzusammensetzung in der Zellmembran
zuriickzufiihren ist [FEIZI, 1985; HAKOMORI, 1996; HAKOMORI AND ZHANG, 1997; KANNAGI
et al, 2008]. Bei vielen tumorassoziierten Zelloberflichenantigenen (das heif3t
Zelloberflachenantigene, die eine erhohte Expression im Tumor zeigen) handelt es sich um
GSL. So lasst sich jeder Tumor durch die Akkumulation spezifischer GSL-Spezies
charakterisieren [HAKOMORI, 1989]. Die abnorme Akkumulation von GSL in bestimmten
Tumoren korreliert mit einer verdnderten Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Interaktion [HAKOMORI,
1996]. Zum Beispiel verstirken die Ganglioside GM3 und GD3 die Integrin-abhéngige
Adhésion, welche den Tumorzellen die Invasion in das Gewebe ermdglicht [CHERESH et al.
1987; ZHENG et al., 1993]. Auch das Loslosen einzelner Zellen aus dem Tumorverband und
die damit verbundene Einzelinvasion beziehungsweise Metastasierung scheint durch GSL,
wie beispielsweise GM3 oder Lewis Y-Strukturen, begiinstigt zu werden [HAKOMORI, 1996].
Durch ihre Assoziation mit Transducern in den Glykosynapsen der Zellmembran spielen
tumorassoziierte GSL zudem eine Rolle bei transmembranen Signaltransduktionsprozessen,
welche fiir das Tumorwachstum, die Tumorinvasion und die Metastasierung essentiell sind
[HAKOMORI, 1992; HAKOMORI, 1996; HAKOMORI, 2002a]. Monosialo-Gb5Cer im Komplex

mit CD9 erhoht sehr stark die motilen und invasiven Eigenschaften, wie dies an
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Brustkrebszellen gezeigt werden konnte [HAKOMORI AND HANDA, 2002; STEELANT et al.,
2002]. Im Gegensatz dazu scheinen die Motilitdt und die invasiven Eigenschaften von Zellen
inhibiert zu werden, sobald GM3 als Komplex mit CD9 oder CD82 vorliegt [ONO et al.,
1999; HAKOMORI, 2002b]. Kakugawa et al. [2002] fanden einen Zusammenhang zwischen
einer erhohten Menge an Lc2Cer und einer verminderten Apoptoserate, welche durch eine
verstirkte Bcl-2- und einer verminderten Caspase-Expression hervorgerufen wird. Auch wenn
die GSL auf dem Gebiet der Tumorforschung im Vergleich zu populiren Themen wie
Onkogene, Tumorsuppressorgene, Wachtumsfaktoren, Apoptose, etc. noch ein Schattendasein
fithren, wird deutlich, dass ihr Einfluss auf die Tumorgenese eine wichtige Rolle spielt und
bislang unterschitzt worden ist. Es scheint jedoch ein Umdenken stattzufinden; weltweit ist in
den letzten Jahren eine Zunahme an Forschungsgruppen, die sich mit der Analyse von GSL

beschiftigen, zu verzeichnen.

1.5 LEKTINE UND TOXINE

Bei Lektinen handelt es sich um Proteine oder Glykoproteine, die Kohlenhydratstrukturen
erkennen und an diese spezifisch und reversibel binden. Sie kommen bei fast allen Lebewesen
vor, sowohl bei Pflanzen, Tieren und Menschen, als auch bei Viren und Bakterien. Unter den
Lektinen findet sich eine grofe Gruppe mit toxischen Eigenschaften [FRANZ, 1990]. Der
Begriff Toxin bezeichnet eine biogene Substanz, welche Organismen schédigt, indem sie in
die physiologischen Stoffwechselabldufe eingreift. Toxine stellen eine Teilmenge der Gifte
dar und konnen wie diese zu akuten oder chronischen Vergiftungen oder anderen
Krankheitsbildern fithren [SCHLEE UND KLEBER, 1991]. Ahnlich wie monoklonale Antikrper
sind Toxine und Lektine in den letzten Jahren immer mehr ins Interesse der Tumorforschung
geriickt, da sie aufgrund ihrer hohen Bindespezifitit an zellulire Rezeptoren potentielle

Kandidaten fiir den Einsatz (ziel)gerichteter Therapien darstellen.

1.5.1 Mistellektin T (ML-T)

Bei Viscumin, welches auch als Mistellektin I (ML-I) oder Viscum album Agglutinin I (VAA-
I) bezeichnet wird, handelt es sich um ein Lektin aus den Bléttern und Stengeln der Wei3en

Mistel (Viscum album L.) [OLSNES et al., 1982; BARBIERI ef al., 1993]. Seit jeher wird der in
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Europa heimischen Weillen Mistel, die zur Familie der Mistelgewichse (Viscaceae; Ordnung
der Sandelholzartigen (Santalales)) gehort, eine Zauber- sowie Heilwirkung nachgesagt
[LUTHER, 1982; LUTHER UND BECKER, 1987]. So galt sie bereits in der antiken Mythologie als
magisches Verbindungsglied zwischen der Welt der Gotter und jener der Menschen [VERGIL
UND NORDEN, 1976]. In keltisch-gallischen und germanischen Mythen und Sagen, wie der
Edda, spielt die Mistel ebenfalls eine Rolle [YOUNG, 1965]. Auch als Heilpflanze findet die
Mistel bereits seit dem Altertum gegen eine Vielzahl von Krankheiten Verwendung [OLSNES
et al., 1982]. Schon Hippokrates (460-377 v. Chr.) empfahl Extrakte aus der Mistel gegen die
,»Milzsucht“. Der Grundstein fiir den Einsatz von Priparaten aus der Mistel in der
Krebstherapie wurde vor iiber achzig Jahren von Rudolph Steiner, dem Begriinder der
Anthroposophie, gelegt [KIENLE, 1999; STAUDER AND KREUSER, 2002]. Seither ist die
Aufkldarung der Inhaltsstoffe von Mistelpflanzen, insbesondere der Weilen Mistel, und deren
zytotoxischen, tumorhemmenden sowie immunmodulatorischen Wirkungen ins Zentrum der
Forschung geriickt. Bis dato konnten zahlreiche Inhaltsstoffe aus der Mistel isoliert,
identifiziert und zum Teil pharmakologisch charakterisiert werden. Die Mistel enthélt mehrere
verschiedene Gruppen biologisch aktiver Substanzen, die nachweislich Wirkung auf
Tumorzellen und/oder Immunzellen entfalten, wie die Mistellektine I bis III, VisalbCBA
(Viscum album chitinbindendes Agglutinin), Viscotoxine, Oligo- und Polysaccharide und

Flavinoide [LUTHER, 1982; BEUTH, 1997].

Franz et al. gelang es 1977 zum ersten Mal mittels Affinitdtschromatographie an fixierten
Plasmaproteinen ein Mistellektin mit agglutinierenden und zytotoxischen Eigenschaften zu
isolieren [FRANZ et al., 1977]. Wenige Jahre spéter konnten drei Lektine, die sich in ithrem
Molekulargewicht, ihrem Glykosylierungsgrad und ihrer Bindespezifitit unterscheiden,
jedoch alle zur selben Proteinfamilie gehoren, aus der europédischen Mistel isoliert werden
[FRANZ et al., 1981]. In allen drei Féllen handelt es sich um hoch toxische Substanzen mit
himagglutinierenden Eigenschaften. Sie werden als Mistellektin I, II, und III (ML-I, ML-II,
ML-III) bezeichnet und gehoren zu den Typ II Ribosomen-inaktivierenden Proteinen (Typ II
RIP), die sich aus einer enzymatisch aktiven A- (A, active) und einer zellbindenden B-Kette
(B, binding) zusammensetzen. Hierbei ist die A-Kette {iber eine Disulfidbriicke kovalent mit
der B-Untereinheit verbunden [STIRPE et al., 1980; FRANZ, 1986; DIETRICH et al., 1992;
BARBIERI et al., 1993; KRAUSPENHAAR et al., 1999; NIWA et al., 2003]. Mitte der 1990er
Jahre wurde ein weiteres Mistellektin (VisAIbCBA) isoliert, das Homologie zu den
chitinbindenden Pflanzenproteinen aufweist, sich jedoch von den Typ II RIP stark

unterscheidet [PEUMANS et al., 1996; STOEVA et al., 2001].
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Unter den verschiedenen Substanzen, welche in Extrakten aus der Mistel gefunden wurden,
konnte Viscumin beziehungsweise ML-I als die Hauptkomponente der biologisch aktiven
Bestandteile identifiziert werden [HAJTO ef al., 1989; BEUTH et al., 1997; MENGS et al.,
2002]. Es stellt das bisher am besten charakterisierte Mistellektin dar. Im Gegensatz zu ML-II
und ML-III, welche als Monomere vorliegen, tritt das ca. 60 kDa grof8e Glykoprotein vor
allen Dingen in hohen Konzentrationen als nicht-kovalentes Dimer (A-B); (ca. 115 kDa) auf
[FRANZ et al., 1981; OLSNES et al., 1982; LUTSCH et al., 1984; NIWA et al., 2003]. Die B-
Untereinheit (MLB; 34 kDa) von ML-I, welche sich in zwei homologe B-Dominen faltet,
besitzt sowohl eine C-terminale als auch eine N-terminale Zuckerbindestelle, iiber die das
Lektin an seinen zelluldren Rezeptor binden kann [SOLER et al., 1998; KRAUSPENHAAR et al.,
1999; NIWA et al., 2003] (siche Abbildung 1-5). In vielen Studien wurde berichtet, dass es
sich beim ML-I um ein D-Galactose-spezifisches Lektin handelt [FRANZ et al., 1981; STIRPE
et al., 1982; KRAUSPENHAAR et al., 1999; NIWA et al., 2003]. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass MLB bevorzugt an 02-6 sialylierte GalB4GlcNAc-Zuckerstrukturen, welche
sowohl auf Glykoproteinen als auch auf Gangliosiden der Neolactoserie zu finden sind, bindet

[MUTHING et al., 2004].

A-Untereinheit

aktives Zentrum

Disulfidbriicke

Abbildung 1-5: Ribbon-Darstellung von ML-L
Die enzymatisch aktive A-Untereinheit und die zellbindende B-Untereinheit sind iiber eine Disulfidbriicke
(Cys 247A und Cys 5B) kovalent miteinander verkniipft. Die Zuckerstrukturen des Glykoproteins sind in braun
dargestellt. Tyr 76A und Tyr 115A im aktiven Zentrum (A-Untereinheit) sind rot gekennzeichnet. Die B-
Untereinheit besitzt sowohl N- als auch C-terminal eine Zuckerbindestelle, iiber die das Lektin an seinen
zelluldren Rezeptor bindet [modifiziert nach NIWA et al., 2003].
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Uber Rezeptor-vermittelte Endozytose wird ML-I in die Zielzelle aufgenommen. Nach der
Internalisierung wird das Lektin zum Golgi-Apparat transportiert, von wo aus es mittels
retrograden Transports zum ER gelangt [MOISENOVICH et al., 2002; SANDVIG AND DEURS,
2002a,b]. Im ER wird die Disulfidbriicke zwischen der A- und der B-Untereinheit reduktiv
gespalten. Nach Dissoziation der beiden Untereinheiten erfolgt die Translokation der
enzymatisch aktiven A-Kette (MLA; 29 kDa), die eine N-Glykosidase-Aktivitdt besitzt, ins
Zytosol [AGAPOV et al., 1999; SANDVIG AND DEURS, 2002a]. Dort katalysiert die A-Kette die
spezifische Deadenylierung des ersten Adenins As3s der hoch konservierten GAGA-
Tetraschleife eukaryontischer 28 S rRNA [ENDO ef al., 1988; BARBIERI ef al., 1993]. Dies hat
zur Folge, dass der Elongationsfaktor 2 nicht mehr an die 60 S-Untereinheit der Ribosomen
binden kann, was zur Hemmung des Verldngerungsschrittes der Proteinbiosynthese und zur
Einleitung des programmierten Zelltodes (Apoptose) fiihrt [STIRPE et al., 1980; ENDO et al.,

1988; BARBIERI et al., 1993; SOLER ef al., 1996; NARAYANAN et al., 2005].

Aufgrund ihrer immunstimulierenden Wirkung werden Mistelextrakte mit standardisiertem
Lektingehalt, meist in einer Konzentration von 1 ng/kg Korpergewicht, bei der Therapie von
Krebspatienten eingesetzt [BEUTH, 1997; MENGS et al., 2002; STAUDER AND KREUSER, 2002].
Es konnte nachweislich ein Anstieg sowohl in der Zahl als auch in der Aktivitit von T-
Helferzellen, natiirlichen Killerzellen, dendritischen Zellen sowie Granulozyten verzeichnet
werden [HAITO et al. 1989; BEUTH et al., 1992; HAITO et al., 1997; STAUDER AND KREUSER,
2002; PRYME et al, 2006]. Auch eine erhohte Freisetzung an Zytokinen geht mit der
Applikation von ML-I einher [HAITO ef al., 1990; Boccl, 1993; STEIN ef al., 1998; STAUDER
AND KREUSER, 2002]. In vitro zeigte das ML-I in hohen Konzentrationen insbesondere
gegeniiber stark proliferierenden Zellen, wie Embryonal- und Tumorzellen einen
zytotoxischen Effekt [JANSSEN ef al., 1993; BEUTH et al, 1994; BANTEL et al, 1999;
VALENTINER et al., 2002]. Der LDso-Wert fir ML-I lag bei verschiedenen Tumorzelllinien im
Bereich von 1-100 ng/mL [JANSSEN et al., 1993].

1.5.2 rViscumin

Das ML-I wurde bereits rekombinant hergestellt. Es handelt sich hierbei um ein ca. 55 kDa
grof3es, nichtglykosyliertes Toxin, welches die gleichen biologischen Eigenschaften wie das
native ML-I aufweist und auch als Aviscumin bezeichnet wird. Zur Herstellung des
rekombinanten Toxins wurden die intronfreien Gensequenzen der einzelnen Ketten (MLA und

MLB) jeweils in Escherichia coli-Zellen kloniert und in selbigen exprimiert [ECK et al.,
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1999a,b]. Hierbei fallen die Produkte als unldsliche Proteine in Form von so genannten
Einschlusskorpern (inclusion bodies) an. Nach Aufreinigung und Renaturierung werden die
A- (ca. 26 kDa) und die B-Kette (ca. 30 kDa) von rViscumin analog zum nativen ML-I iiber
eine Disulfidbriicke reassoziiert [ECK et al, 1999a,b]. Das rekombinante Toxin zeigt die
gleichen Bindungseigenschaften wie das native ML-I und erkennt somit spezifisch o2-6

sialylierte Galactosyl-Epitope (CD75s-Epitope) auf Gangliosiden [MUTHING et al., 2002].

rViscumin wurde bereits in klinischen Phase I-Studien an Tumorpatienten erfolgreich getestet
[SCHOFFSKI et al. 2004; SCHOFFSKI et al. 2005, BERGMANN et al. 2008]. Auch in
Tiermodellen von Harnblasen- und Eierstockkrebs (Ovarialkarzinom) konnte ein Anti-Tumor-
Effekt von rViscumin nachgewiesen werden [SCHUMACHER et al., 2000; ELSASSER-BEILE et
al., 2001].

1.5.3 ML-I/rViscumin-Rezeptoren

Bei den (r)Viscumin- beziehungsweise ML-I-Rezeptoren handelt es sich um Ganglioside und
Glykoproteine, an welche terminal ein NeuSAco2-6Galp4GlcNAc-Rest (CD75s-Epitop)
gebunden ist. Bei den GSL ist das CD75s-Epitop auf den Gangliosiden der Neolactoserie zu
finden. Der (r)Viscumin/ML-I-Rezeptor IV°Neu5Ac-nLc4Cer (CD75s-1-Gangliosid) ist in
Abbildung 1-6 dargestellt. Auch bei einer Verlingerung der nLc4Cer-Grundstruktur um eine
Galp4GlcNAc-Einheit, aus der das VI°Neu5Ac-nLc6Cer (CD75s-2-Gangliosid) hervorgeht,
bleibt die Bindungsspezifitit der beiden Toxine erhalten. Isomere 02-3-sialylierte Strukturen
werden von (r)Viscumin sowie von ML-I nicht erkannt [MUTHING ef al., 2002; MUTHING et
al., 2004]. Im Jahre 2005 haben Miithing ef al. gezeigt, dass 02-6-sialylierte Ganglioside,
welche vorwiegend auf fotalen Geweben, Granulozyten sowie in geringen Mengen auch auf
Monozyten/Makrophagen zu finden sind [NILSSON et al., 1981; MACHER et al., 1982;
KIGUCHI et al., 1990; MUTHING et al., 1993; YOHE et al., 2001], von Tumoren des
Gastrointestinaltraktes iiberexprimiert werden [MUTHING et al., 2005]. In der Studie wurden
Leber-, Magen-, Pankreas- und Kolonkarzinomgewebeproben stichprobenartig auf ihre
CD75s-Gangliosidexpression untersucht. Die stirkste Expression an CD75s-Gangliosiden

zeigte das Pankreaskarzinomgewebe [MUTHING et al., 2005].
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Abbildung 1-6: Struktur des (r)Viscumin/ML-I-Rezeptors IV*Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0)/CD75s-
1-Gangliosid.
Sowohl (r)Viscumin als auch ML-I binden mit hoher Affinitdt an das terminale Neu5Aca2-6GalB4GlcNAc-
Epitop (CD75s-Epitop) von IV®Neu5Ac-nLc4Cer/CD75s-1-Gangliosiden. Durch Verlingerung der nLc4Cer-
Grundstruktur um eine GalB4GlcNAc-Einheit geht das VI’Neu5Ac-nLc6Cer/CD75s-2-Gangliosid hervor.
Isomere o2-3-sialylierte Ganglioside der Neolactoserie werden von rViscumin und ML-I nicht erkannt. Im
gesunden Humangewebe befindet sich im Ceramidteil von CD75s-Gangliosiden meist entweder eine C16- oder
eine C24-Fettsdure. Der Sphingosinpart (d18:1) ist konstant.

1.5.4 Shiga Toxin 1 (Stx1)

Neben verschiedenen Spezies der Gattung Shigella, produzieren auch enterohdmorrhagische
Escherichia coli-Stimme (EHEC) Shiga Toxine. Shiga Toxin-produzierende Escherichia coli-
Stamme (STEC) werden meist {iber kontaminierte Lebensmittel oder kontaminiertes Wasser
aufgenommen und konnen beim Wirt Diarrh6, hdmorrhagische Kolitis sowie das hdmolytisch-
urdmische Syndrom (HUS) hervorrufen. Ein GroBteil der Fille von HUS, welches
hauptsidchlich bei Kleinkindern und Séauglingen auftritt und bei selbigen akutes
Nierenversagen auslosen kann, ist auf eine Infektion mit dem Serotyp Escherichia coli

O157:H7 zuriickzufithren [KARMALI et al., 2004; TARR et al., 2005; KARCH et al., 2005].

Bei den Shiga Toxinen, die von EHEC-Stdmmen gebildet werden, handelt es sich um eine
heterogene Gruppe von Zytotoxinen mit zwei Hauptgruppen, dem Shiga Toxin 1 und dem
Shiga Toxin 2 [MUTHING et al., 2009]. Aufgrund ihres zytopathischen Effekts auf Verozellen
ist in der Literatur auch die Bezeichnung Verotoxin 1 und 2 zu finden [KONOWALCHUK et al.,
1977; O’BRIEN et al., 1983; SCOTLAND et al., 1985]. Innerhalb der beiden Hauptgruppen
konnten verschiedene Subtypen mit unterschiedlicher Assoziation zum Schweregrad des
Krankheitsbildes nachgewiesen werden [MUTHING et al., 2009]. Shiga Toxine gehdren zur
ABs-Familie der Proteintoxine, welche sich aus einem enzymatisch aktiven (A) sowie einem
zellbindenden Pentamer (Bs) zusammensetzen. Die enzymatisch aktive A-Untereinheit mit
einem Molekulargewicht von ungeféhr 32 kDa ist nicht-kovalent mit einem Pentamer aus fiinf

identischen 7,7 kDa schweren B-Untereinheiten assoziiert [SANDVIG et al., 2001].
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Uber das B-Pentamer bindet das Holotoxin mit hoher Affinitit an seinen zelluliren Rezeptor,
das GSL Globotriaosylceramid (Gb3Cer/CD77). Das B-Pentamer kann bis zu 15
Gb3Cer/CD77-Molekiile auf der Wirtszelle binden [LING et al., 1998] (siehe Abbildung 1-7).
Wie auch beim ML-I erfolgt die Aufnahme des Toxins in die Wirtszelle mittels Rezeptor-
vermittelter Endozytose. In Shiga Toxin-sensitiven Zellen gelangt der Toxin-Rezeptor-
Komplex mittels retrogradem Transport tiber frithe Endosomen und die Zisternen des trans-
Golgi-Netzwerkes zum ER sowie zur Membran des Zellkerns. Sobald das Shiga Toxin das ER
erreicht, erfolgt eine proteolytische Spaltung der A-Untereinheit durch die Protease Furin in
ein Aj- und ein Ar-Fragment. Das bei diesem Prozess freigesetzte A;-Fragment, bei welchem
es sich um eine N-Glykosidase handelt, inhibiert nach Transfer ins Zytosol dort die
Proteinbiosynthese, indem es, analog zu ML-I, spezifisch das Adenin A4324 der 28 S RNA der
60 S ribosomalen Untereinheit entfernt [SANDVIG ef al., 2001; MUTHING et al., 2009]. Durch

Blockade der Proteinbiosynthese wird in den Wirtszellen die Apoptose ausgeldst.

Abbildung 1-7: Ribbon-Darstellung des Stx1-Bs-Rezeptorkomplexes.
In der Abbildung sind Gb3-Trisaccharide, welche zur Durchfithrung von Rontgenstrukturanalysen des Stx1-Bs-
Rezeptorkomplexes eingesetzt wurden, im Komplex mit dem B-Pentamer dargestellt. Jede der B-Untereinheiten
besitzt drei Zuckerbindestellen, welche spezifisch das Oligosaccharid Gb3 erkennen. Das Holotoxin kann somit
insgesamt bis zu 15 Gb3Cer/CD77-Molekiile auf der Wirtszelloberfldche binden [LING et al., 1998].

Der zytotoxische Effekt von Stx1 auf Krebszellen konnte zum Beispiel schon bei Xenograft-
Tumoren im Nacktmausmodell gezeigt werden [KOVBASNIUK et al., 2005]. Aber auch fiir die

bildgebende Diagnostik ist Stx1 ein interessanter Kandidat. Janssen ef al. [2006] konnten



1 EINLEITUNG 29

bereits in vivo an Mausmodellen zeigen, dass mittels Stx1-Derivaten die gezielte
Anreicherung von Kontrastmitteln in Tumoren des Gastrointestinaltraktes moglich ist,
wodurch ein Kontrastgewinn zwischen Tumoren und gesundem Gewebe erzielt wird. Somit

kann eine Diagnose mit Hilfe bildgebender Verfahren mafigeblich erleichtert werden.

1.5.5 Stx1-Rezeptoren

Bei dem Shiga Toxin Rezeptor Gb3Cer/CD77 (siehe Abbildung 1-8) handelt es sich um ein
neutrales GSL der Globoserie, an dessen Ceramid das Trisaccharid Galo4GalB4Glc in B1-1-
Konfiguration gebunden ist [MEISEN et al., 2005; MUTHING et al., 2009]. Stx1 bindet mit
geringer Affinitdt auch an Gb4Cer, welches aus der Verlingerung von Gb3Cer/CD77 um eine
GalNAc-Einheit durch das Enzym f1,3-N-Acetylgalactosaminyltransferase hervorgeht
[MUTHING et al., 2009].

Gal Gal Glc Cer
Fettsdure (C16:0)
O\
C.
w—_— cneo; _ Og { }/‘);. CHa
OH 's)
OH OH L
OH Sphingosin (d18:1)

Abbildung 1-8: Struktur des Shiga Toxin 1-Rezeptors Gb3Cer/CD77 (d18:1, C16:0).
Das neutrale GSL Gb3Cer/CD77, bei dem das Trisaccharid Galoi4GalB4Gle tiber das C1-Atom des Sphingosins
(d18:1) glykosidisch mit dem Ceramidpart verkniipft ist, stellt den hochaffinen Rezeptor (high-affinity receptor)
von Stx1 dar. Mit geringer Affinitdt wird auch Gb4Cer (low-affinity receptor), welches aus einer Verldngerung
um eine GalNAc-Einheit aus Gb3Cer/CD77 hervorgeht, von Stx1 gebunden [MEISEN ef a/., 2005]. Im gesunden
Humangewebe ist im Ceramid von Gb3Cer/CD77 vorwiegend eine C16- oder eine C24-Fettsdure zu finden. Der
Sphingosinpart (d18:1) ist tiblicherweise konstant.

Verschiedene Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass Gb3Cer/CD77, das vor allen Dingen auf
vaskuldren Endothelzellen [MUTHING et al., 1999; SCHWEPPE et al. 2008; MUTHING et al.,
2009] vorkommt und als Marker fiir B-Zell-Lymphome beziehungsweise B-Zell-Leukédmien
gilt [GORDON et al., 1983; MURRAY et al, 1985; KALISIAK et al., 1991], auch auf
verschiedenen soliden Tumoren wie dem Ovarial- [FARKAS-HIMSLEY et al., 1995], dem Brust-
[LACASSE ef al., 1999] sowie dem Kolonkarzinom [KOVBASNJUK et al., 2005; FALGUIERES et

al., 2008] exprimiert wird. Des Weiteren konnte eine Korrelation zwischen der
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Gb3Cer/CD77-Expression und einem invasiven Phénotyp bei Kolonkarzinomen
nachgewiesen werden [KOVBASNJUK et al., 2005]. Als natiirlicher Ligand von Stx1 ist
Gb3Cer/CD77 somit ein interessantes Target fiir (ziel)gerichtete oder auch Toxin-basierte
Therapien, welche in den letzten Jahren immer mehr ins Interesse der Tumorforschung

geriickt sind [JOHANNES AND DECAUDIN, 2005].

1.6 INFRAROT-MATRIX-UNTERSTUTZTE-LASER-
DESORPTIONS/IONISATIONS-ORTHOGONAL-FLUGZEIT-
MASSENSPEKTROMETRIE (IR-MALDI-0-TOF-MS)

Bei der Massenspektrometrie (MS) handelt es sich um eine Analysetechnik zur Bestimmung
der Molekiilmasse freier Ionen im Hochvakuum. Ein Massenspektrometer besteht aus drei
Hauptkomponenten: der lonenquelle, dem Analysator, der die erzeugten Analytionen
hinsichtlich des Masse/Ladungs-Verhiltnisses auftrennt, und einem Detektor. Zur lonisierung
der Probensubstanzen wurde in der vorliegenden Arbeit die Matrix-unterstiitzte
Laserdesorption/Ionisation (MALDI, matrix-assisted laser desorption/ionization) eingesetzt.
Die MALDI stellt eine extrem schonende lonisierungstechnik dar, die es ermoglicht, auch
grofle, thermisch labile Biomolekiile intakt in die Gasphase zu tberfithren und dabei
fragmentierungsarm zu ionisieren, so dass sie fiir eine massenspektrometrische Analyse
zuginglich sind [KARAS AND HILLENKAMP, 1988]. Bei der MALDI-MS erfolgt zunéchst eine
Kokristallisation der Analytprobe mit einer geeigneten Matrixsubstanz (in der Regel kleine
organische Molekiile), welche typischerweise in einem 1000- bis 10000fachen molaren
Uberschuss gegeniiber den Probenmolekiilen eingesetzt wird. Hierdurch wird eine Separation
der einzelnen Analytmolekiile bereits in der kondensierten Phase geleistet. Die priparierte
Probe wird in der Ionenquelle des Massenspektrometers einem intensiven Laserimpuls von
einigen wenigen bis ca. 100 Nanosekunden Dauer ausgesetzt. Die Grundidee der MALDI
besteht nun darin, das Matrixmaterial und die Laserwellenldnge so aufeinander abzustimmen,
dass durch eine moglichst starke Absorption des Laserlichtes die Strahlungsenergie
hocheffizient in die Matrix eingekoppelt werden kann. Die Einkopplung der Laserenergie
iiber resonante Anregung der Matrixmolekiile fithrt letztendlich zur Ablation des Matrix-
Analytverbundes. Es wird angenommen, dass die Matrixmolekiile auch bei der lonisierung

des Analyten eine wichtige Rolle spielen, indem sie durch Protonentransfer fiir eine hohe Zahl
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an elektrisch geladenen Probemolekiilen sorgen. Standardméfig werden fiir die MALDI Laser
aus dem ultravioletten Spektralbereich eingesetzt. Beispiele hierfiir sind Nd:YAG-Laser
(A=355nm bezichungsweise A=266nm) sowie Stickstofflaser (4=337nm) mit
Impulsdauern zwischen 0,5 und 10ns (UV-MALDI). Als geeignete Matrixsubstanzen
erwiesen sich, je nach Anwendungsgebiet, verschiedene Benzoe- und Zimtsdurederivate wie
zum Beispiel 2,5-Dihydroxybenzoesdure oder o-Cyano-4-hydroxyzimtsdure. Bei der UV-
MALDI kommen bis dato lediglich Festkérpermatrizes zum Einsatz. Die Einkopplung der
Laserenergie erfolgt hierbei {iber die elektronische Anregung der konjugierten -
Elektronensysteme der Matrixmolekiile [LOTTSPEICH UND ENGELS, 2006]. Neben UV-Lasern
eignen sich aber auch Laser aus dem infraroten Spektralbereich zur Desorption/lonisation (IR-
MALDI). Hierbei wird die Laserenergie je nach Wellenlinge durch Anregung von
intramolekularen Streck- oder Biegeschwingungen eingekoppelt. Bei einer Wellenlédnge von
ca. 3 um werden zum Beispiel OH- und NH-Bindungen angeregt. Somit eignen sich IR-Laser
wie der Er:YAG- (4=2,94 um) oder auch der Er:YSSG-Laser (4 =2,79 um) zur Anregung

von Fliissigmatrizes wie beispielsweise Glyzerin [HILLENKAMP AND PETER-KATALINIC, 2007].

Mittels MALDI erzeugte lonen lassen sich mit verschiedenen massenspektrometrischen
Verfahren analysieren. Da bei der MALDI {iblicherweise gepulste lonen erzeugt werden, sind
vor allen Dingen solche Verfahren zur Analyse geeignet, mit welchen es moglich ist, pro
Laserexposition ein komplettes Massenspektrum aufzunehmen. Neben weiteren Vorteilen wie
einer einfachen, robusten Messmethodik und einer vergleichsweise simplen Instrumentierung
wird selbiges Kriterium von so genannten Flugzeitmassenspektrometern (TOF-
Massenspektrometer, vom engl. time of flight) erfiillt. Bei thnen handelt es sich um das am
hiufigsten eingesetzte Verfahren zur Analyse von MALDI-Ionen [HILLENKAMP AND PETER-
KATALINIC, 2007]. Bei der TOF-MS werden die in der lonenquelle erzeugten Analytionen
durch Anlegen eines elektrostatischen Feldes auf eine kinetische Energie von einigen keV
beschleunigt und durchlaufen darauthin eine feldfreie Driftstrecke, in der sie nach ihrem
Masse/Ladungsverhéltnis (m/z) aufgetrennt werden. lonen mit unterschiedlichen m/z-Werten
besitzen — bei gleicher kinetischer Energie — nach der Beschleunigung unterschiedliche
Geschwindigkeiten. Hat das Analytion die Masse m und die Ladung z-e (e:
Elementarladung), so gilt fiir seine kinetische Energie FEj;, nach Durchlaufen der

Beschleunigungsspannung U:
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1
Ekng-m-vzzz-e-U (D

m = Masse des lons

v = Geschwindigkeit des Ions nach Beschleunigung
z = Ladungszahl

e = Elementarladung

U = Beschleunigungsspannung

Somit lasst sich die Geschwindigkeit v der Ionen wie folgt berechnen:

- f2zeU @)
m

Die Gesamtflugzeit ¢ ergibt sich aus der Geschwindigkeit v, mit welcher ein Ion die Strecke L

entsprechend der Lénge der feldfreien Driftstrecke des Flugrohrs passiert hat:

< |~

€)

Setzt man (2) in (3) ein, so ergibt sich:

=

L |m
z

J2eU

beziehungsweise:
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Dies bedeutet, dass das Verhiltnis von Molekiilmasse und Ladung proportional zu dem
Quadrat der Flugzeit ist. Anhand der gemessenen Flugzeit ldsst sich somit bei der TOF-MS

die jeweilige Molekiilmasse bestimmen [LOTTSPEICH UND ENGELS, 2006].

Der MALDI-Prozess selbst stellt jedoch ein gewisses Problem dar. Ionen gleicher Masse
starten hierbei mit einer gewissen Verteilungsbreite der Energie, was auf verschiedene Effekte
wie Energie-, Orts- und Zeitunschirfen, abstoBBende elektrische Krifte, Abschirmeffekte sowie
StoBe beim Desorptions-/lonisierungsprozess zuriickzufithren ist. Die unterschiedlichen
Startenergien von Ionen gleicher Masse tragen zur Verbreiterung der lonensignale bei der
Detektion bei. Die hierdurch hervorgerufene Verschlechterung der Massenauflosung kann
jedoch durch den Einsatz von orthogonal-Flugzeitmassenspektrometern (o-TOF-
Massenspektrometern) weitgehend kompensiert werden. Bei der o-TOF-MS erfolgt die
Laserdesorption nicht, wie sonst {blich, im Hochvakuum, sondern unter einer
Stickstoffatmosphdre von ca. 0,1 bis 1 mbar. Der Stickstoff dient hierbei als Stofgas und
bewirkt sowohl eine Abbremsung (,,Thermalisierung®) als auch eine Stabilisierung der
Analytmolekiile (collisional cooling). An die lonenquelle schlieBt sich ein Quadrupol an,
welcher dazu dient, den gepulsten MALDI-Ionenstrahl in einen quasi-kontinuierlichen Strahl
umzuwandeln und die Ionen in den TOF-Analysator zu leiten. Dort werden die Ionen
senkrecht zu ihrer urspriinglichen Flugbahn extrahiert und nach ithrem m/z aufgetrennt. Die so
erzielte Entkopplung des Ionisierungsprozesses von der Massenanalyse in o-TOF-
Massenspektrometern fiihrt neben einer verbesserten Massenauflosung auch zu einer erhdhten

Massengenauigkeit gegeniiber axial-TOF-Geridten [LOBODA et al., 2003].
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1.7 ZIELSETZUNG

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, eine statistisch repridsentative Anzahl an
Pankreas- und Kolonkarzinomgeweben mittels immunologischer und
massenspektrometrischer Methoden auf die Expression verschiedener GSL, die als
Rezeptoren potentieller Antitumormittel von therapeutischem Interesse sind, zu untersuchen.
Als Referenz diente hierbei vergleichbares, gesundes Gewebe der betroffenen Organe der

jeweiligen Tumorpatienten.

Da lediglich sehr geringe Mengen an Gewebematerial zur Durchfithrung der GSL-
Expressionsanalysen, welche mittels Kombination von Diinnschichtchromatographie (DC)
und Immundetektion (DC-Overlay-Assay) erfolgen sollten, zur Verfligung standen, galt es
zunéchst, die bestehende Analytik zu optimieren. Hierflir sollte die von Dreiswerd et al.
[2005] beschriebene Methode, bei der die DC direkt mit der IR-MALDI-o-TOF-MS
gekoppelt wird, weiterentwickelt werden, um auch immundetektierte Strukturen direkt auf der

DC-Platte einer massenspektrometrischen Analyse unterziehen zu kénnen.

Bei den GSL, die von besonderem Interesse waren, handelt es sich um Ganglioside mit dem
terminalen Zuckerrest NeuSAca2-6Galp4GIlcNAc (CD75s), welche als Rezeptoren des
zytotoxischen (r)Viscumins fungieren. Insgesamt sollten 38 Pankreastumore und gesundes
Vergleichsgewebe der jeweiligen Patienten mit Hilfe des DC-Overlay-Assays auf ihren Gehalt
an IV®Neu5Ac-nLc4Cer (CD75s-1-Gangliosid) untersucht werden, um festzustellen, ob es
sich bei diesen um tumorassoziierte Molekiile handelt. Des Weiteren galt es, die
Pankreaskarzinom- und entsprechenden Kontrollgewebe mittels DC-Overlay-Assay auch auf
die Expression der isomeren IV’Neu5Ac-nLc4Cer-Strukturen (iso-CD75s-Ganglioside), die
terminal eine Sialinsdure in o2-3-Konfiguration tragen, zu untersuchen. In beiden Fillen
sollten die Ganglioside mittels Immunfluoreszenzmikroskopie im Gewebe lokalisiert werden.
Mit Hilfe massenspektrometrischer Analysen galt es zudem, die immunologisch detektierten

Strukturen vollstindig zu charakterisieren.

Bei dem dritten Zelloberflichenmolekiil, dessen Expression in Pankreaskarzinom- und
Kolonkarzinomgeweben untersucht werden sollte, handelt es sich um das neutrale GSL
Gb3Cer/CD77, das den hochaffinen Rezeptor des zytotoxischen Stx1 darstellt. Um
festzustellen, ob eine Tumorassoziation vorliegt, sollten die Karzinome sowie die zugehdrigen

Kontrollen der jeweiligen Patienten mit Hilfe des DC-Overlay-Assays analysiert werden.
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Analog zu der Vorgehensweise bei den Gangliosidexpressionsanalysen galt es auch in diesem
Fall, die im DC-Overlay-Assay gewonnenen Daten mittels fluoreszenzmikroskopischer und

massenspektrometrischer Analysen zu verifizieren.
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2  MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL

2.1.1 Chemikalien

In der vorliegenden Arbeit wurden Feinchemikalien der Merck KGaA (Darmstadt), Carl Roth
GmbH + Co0.KG (Karlsruhe), SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg), Sigma-Aldrich
Inc. (St. Louis, MO, USA), Rohm GmbH + Co.KG (Darmstadt), Riedel-de Ha¢n AG (Seelze)
sowie von Dako Germany (Hamburg), Fischar (Saarbriicken), Biomol (Hamburg) und
Uniquema (Redcar, UK) verwendet. Alle eingesetzten Feinchemikalien hatten p. A. Qualitét.
Eine vollstandige Auflistung der verwendeten Chemikalien findet sich im Anhang (Abschnitt
7.1). Die Losungsmittel Chloroform und Methanol (p. A., Merck KGaA, Darmstadt) wurden
vor Gebrauch destilliert.

2.1.2 Tumor- und Kontrollproben
2.1.2.1 Pankreas

Insgesamt lagen fir die GSL-Expressionsanalysen 42 humane Pankreaskarzinom-
gewebeproben sowie gesundes Vergleichsgewebe von jedem Patienten vor. Ein Teil der
Proben (n =21 Patienten) wurde von Herrn Prof. Dr. med. Norbert Senninger und Herrn Prof.
Dr. med. Jorg Haier (Klinik und Poliklinik fiir Allgemein- und Viszeralchirurgie des
Universitdtsklinikums Miinster) zur Verfiigung gestellt. Die Herren Dr. med. Axel Denz, PD
Dr. Christian Pilarsky sowie PD Dr. med. Robert Griitzmann (Klinik und Poliklinik fiir
Viszeral-, Thorax- und Gefdfichirurgie des Universitdtsklinikums Carl Gustav Carus Dresden)
stellten die restlichen Proben (n=21 Patienten) bereit. Die Gewebeproben stammen von
Pankreaskarzinompatienten, welchen der Priméartumor operativ entfernt wurde. In allen Féllen
handelte es sich um duktale Adenokarzinome des exokrinen Pankreas. Die Proben wurden
direkt nach ihrer Entnahme in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Analyse bei
-80°C gelagert. Korrespondierende Kontrollproben wurden den jeweiligen Patienten an

Gewebestellen, die nicht vom Tumor befallen waren, sich aber in geringer Distanz zum
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Tumor befanden (etwa 2 cm), entnommen. Die Gewebefeuchtgewichte des zur GSL-Analytik

eingesetzten Materials schwankten zwischen 8,5 und 197,5 mg.

Die nachfolgende Tabelle 2-1 enthdlt die pathologischen Daten der untersuchten
Pankreaskarzinomproben. Die Klassifizierung der Tumoren erfolgte nach dem TNM-System
der UICC [SOBIN AND WITTEKIND, 2002; NEUHAUS UND WITTEKIND, 2007] (vergleiche
Einleitung, Abschnitt 1.1.1). Des Weiteren sind die Gewebefeuchtgewichte der einzelnen

Proben aufgelistet.
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Tabelle 2-1: Pathologische Daten der Pankreaskarzinome sowie Feuchtgewichte der gesunden und
malignen Pankreasgewebeproben'.

UICC- Gewebefeuchtgewicht [mg]

. 2 2 2
Patient pT PN pM Stage’ ¢ Normal Tumor
1 3 1 0 1IB 3 23,52 31,49
2 3 1 0 1IB 4 47,36 80,46
3 3 1 0 1IB 2 22,87 39,24
4 3 1 0 1IB 2 38,52 59,76
5 3 1 0 1IB 3 27,24 41,64
6 3 1 0 1IB 3 23,90 19,02
7 1 0 0 1A 2 82,07 51,92
8 3 0 0 IIA 3 18,55 26,28
9 3 1 0 1IB 2 63,24 60,49
10 3 0 0 IIA 3 18,21 42,77
11 3 0 0 IIA 2 8,50 45,14
12 3 0 0 A 3 17,43 25,74
13 3 1 0 1IB 3 28,37 68,81
14 3 1 1 v 3 30,77 36,39
15 3 0 0 A 2 78,05 63,06
16 3 1 0 1IB 2 36,28 47,59
17 3 1 1 v 2 77,97 36,35
18 3 1 0 1IB 3 36,29 65,10
19 3 1 0 1IB 3 28,02 69,85
20 3 1 0 1IB 2 19,97 42,97
21 3 0 0 A 3 21,92 115,14
22 2 X X X 2 197,50 75,80
23 3 1 1 v 2 44,10 75,40
24 3 1 X X 3 58,30 85,40
25 3 1 X X 2 20,20 40,40
26 3 1 0 1IB X 55,80 74,90
27 2 1 0 1IB 2 110,90 59,10
28 3 0 X X 2 63,84 53,27
29 4 1(4/8) X X 2 143,56 153,00
30 3 1 X X 2-3 32,53 71,26
31 4 1(9/24) X X 2 77,59 119,61
32 3 1 1 v 2 110,14 153,37
33 3 1(2/20) X X 2 27,68 88,33
34 3 1(2/19) X X 2 17,97 27,63
35 3 1 X X 2 60,43 54,65
36 3 1(8/27) X X 3 28,35 45,14
37 3 1(2/10) X X 3 92,63 40,57
38 3 0(0/17) X X 2 12,76 77,90
39 3 0 X X 3 24,10 32,10
40 3 1 1 v 1 23,20 27,10
41 3 1(2/8) 0 1IB 3 42,30 59,70
42 3 X X X 1-2 13,91 154,01

! TNM-Klassifikation, Staging und Grading (G), vergleiche Tabelle 1-1 bis Tabelle 1-3.
2 X:kann nicht beurteilt werden.
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2.1.2.2 Kolon

Zur  Durchfiihrung  der  GSL-Expressionsanalysen standen insgesamt 16
Kolonkarzinomgewebeproben sowie gesundes Vergleichgsgewebe von jedem Patienten zur
Verfiigung. Die Proben wurden von Herrn Prof. Dr. med. Norbert Senninger und Herrn Prof.
Dr. med. Jorg Haier (Klinik und Poliklinik fiir Allgemein- und Viszeralchirurgie des
Universitdtsklinikums Miinster) bereitgestellt. Sie stammen von Kolonkarzinompatienten,
denen der Primértumor operativ entfernt wurde. Die Lagerung der Proben, welche direkt nach
der Entnahme in fliissigem Stickstoff schockgefroren wurden, erfolgte bis zur Analyse bei
-80°C. Alle Tumorproben sind Adenokarzinome des Kolons. Die Kontrollproben aus
gesundem Kolongewebe wurden den jeweiligen Patienten an tumorfreien Stellen des Darms
in geringer Distanz (5 cm) zu den Malignomen entnommen. Die Gewebefeuchtgewichte des

zur GSL-Analytik eingesetzten Materials lagen zwischen 11,17 und 161,92 mg.

In Tabelle 2-2 sind die pathologischen Daten sowie die Gewebefeuchtgewichte der einzelnen
Proben aufgefithrt. Die Tumoren wurden hierbei nach dem TNM-System der UICC
klassifiziert [SOBIN AND WITTEKIND, 2002; JUNGINGER ef al., 2002] (vergleiche Einleitung,
Abschitt 1.2.1).

Tabelle 2-2: Pathologische Daten der Kolonkarzinome sowie Feuchtgewichte der gesunden und
malignen Kolongewebeproben'.

Patient pT pN pMz UICC{ G Gewebefeuchtgewicht [mg]

Stage Normal Tumor
1 3/4 2 0 1Ic 3 19,56 12,63
2 3 2 1 v 2 86,08 51,84
3 3 0 0 A 3 62,42 24,85
4 4 2 1 v 3 56,52 47,42
5 2 0 0 I 2 99,51 22,56
6 4 0 0 1B 2 58,96 13,78
7 3 1 X X 3 23,45 95,99
8 2 2 X X 2 112,10 11,17
9 3 1 X X 2-3 104,80 14,66
10 3 0 X X 2 82,32 24,23
11 3 2 1 v 3 73,21 31,79
12 4 1 1 v 2 161,79 32,37

13 3 0 0 A 2 116,92 157,10
14 1 1 1 v 2 78,70 71,80
15 4 1 0 1B 2-3 52,31 73,87
16 3 0 0 A 2 41,22 21,84

TNM-Klassifikation, Staging und Grading (G), vergleiche Tabelle 1-3 bis Tabelle 1-6.
X: kann nicht beurteilt werden.
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2.1.2.3 Leber

Zur Etablierung der massenspektrometrischen Analytik von tumorassoziierten GSL aus
Geweberohextrakten  standen zwei  Leberkarzinomgewebeproben und  gesundes
Vergleichgsgewebe zur Verfiigung. In beiden Fillen handelte es sich um hepatozelluldre
Karzinome (HCC, hepatocellular carcinoma). Das HCC ist der haufigste maligne Tumor der
Leber; in westlichen Landern tritt es etwa in 80-90% der Leberkarzinomfille auf [NEUHAUS
UND WITTEKIND, 2007]. Die Proben stammen aus der Gewebebank der Klinik und Poliklinik
fiir Allgemein- und Viszeralchirurgie des Universitdtsklinikums Miinster und wurden von
Herrn Prof. Dr. med. Norbert Senninger sowie Herrn Prof. Dr. med. Jorg Haier bereitgestellt.
Sie wurden Patienten bei der operativen Entfernung ihres Primértumors entnommen und in
fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der Proben bis zur Analyse erfolgte bei
-80°C. Die Kontrollproben wurden den beiden Patienten an Gewebestellen, die nicht vom
Tumor befallen waren, sich aber in geringer Distanz (5 cm) zum Malignom befanden,

entnommen.

Die pathologischen Daten sowie die Gewebefeuchtgewichte der beiden Patientenproben sind
in Tabelle 2-3 aufgelistet. Die Klassifikation erfolgte nach dem TNM-System der UICC
[SOBIN AND WITTEKIND, 2002; NEUHAUS UND WITTEKIND, 2007] (vergleiche Anhang,
Abschnitt 7.5).

Tabelle 2-3: Pathologische Daten der Leberkarzinome sowie Feuchtgewichte der gesunden und
malignen Lebergewebeproben'.

- Gewebefeuchtgewicht
Patient pT pN? pM? UICC2 G ewebefeuchtgewicht [mg]
Stage Normal Tumor
! 4 X X X 3 46,10 263,70
2 3 X X X 2 49,50 72,20

' TNM-Klassifikation, Staging und Grading (G), vergleiche Anhang Abschitt 7.5 und Tabelle 1-3.
X: kann nicht beurteilt werden.



2 MATERIAL UND METHODEN 41

2.1.3 GSL-Referenzen

Die Benennung der GSL erfolgt in der vorliegenden Arbeit nach den Vorgaben der IUPAC-
IUB-Kommission fiir biochemische Nomenklatur (IUPAC-IUB Joint Commision on
Biochemical Nomenclature) [CHESTER, 1999]. Ganglioside der Ganglioserie wurden nach
Svennerholm [1963] benannt (vergleiche Einleitung, Abschnitt 1.3). In den Abbildungen wird
die symbolische Darstellung der Zuckerstrukturen nach Varki [2007] und dem Konsortium fiir
Funktionale Glykomik [RAMAN et al., 2006] verwendet.

Tabelle 2-4: Auflistung der Hauptkomponenten sowie der GSL-Gesamtkonzentrationen der
eingesetzten GSL-Referenzen.

Konzentration .
GSL-Referenz Hauptkomponenten Literatur/Hersteller

[ng/pL]

Ganglioside aus humanen Granulozyten GM3(Neu5Ac)
IV3Neu5Ac-nLc4Cer
IV®NeuSAc-nLc4Cer L5 MUTHING et. al., 1993
VENeu5Ac-nLc6Cer
VI®Neu5Ac-nLc6Cer

Neutrale GSL aus humanen Erythrozyten MHC
Le2Cer
Gb3Cer
Gb4Cer

2,7 MEISEN et al., 2005

Neutrale GSL aus humanen Granulozyten Lc2Cer

nLedCer Ls DUVAR et al., 1997,
nLc6Cer ’ MUTHING et al., 2002

nLc8Cer

Neutrale GSL aus murinen MDAY-D2-Zellen Lc2Cer
Gg3Cer 2
Gg4Cer

DUVAR et al., 1997,
MUTHING et al., 2002

Humane Hirnganglioside GMl1

GDla Supelco Inc., Bellefonte,
GDIb PA, USA

GT1b

Nach Auftrennung der Ganglioside sowie der neutralen GSL aus humanen Granulozyten
mittels Diinnschichtchromatographie und anschlieBender Orcinfirbung wurden jeweils die

Mengen der Einzelkomponenten densitometrisch bestimmt (vergleiche Material und
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Methoden, Abschnitt 2.2.5 (Diinnschichtchromatographie) und Abschnitt 2.2.6
(Orcinfirbung)):

In 10 pg der Gangliosid-Mischung aus humanen Granulozyten befinden sich:

IV Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1/C24:0) 0,80 ng
IV*Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0) 0,39 ug
IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1/C24:0) 1,95 nug
IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0) 1,13 ng
VI’Neu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C24:1/C24:0) 0,93 ng
VI’Neu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C16:0) 0,59 ng
VI°*Neu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C24:1/C24:0) 0,35 ng
VI°*Neu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C16:0) 0,20 ng

10 pg der nGSL-Mischung aus humanen Granulozyten enthalten:

nLc4Cer (d18:1, C24:1/C24:0) 0,65 png
nLc4Cer (d18:1, C16:0) 0,85 nug
nLc6Cer (d18:1, C24:1/C24:0) 0,12 pg

nLc4Cer (d18:1, C16:0) 0,15 ng
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2.1.4 Antikorper

Tabelle 2-5: Liste der eingesetzten Primérantikorper.

Primirantikérper Epitop Spezies Isotyp Klonalitiit Klon Referenz

AK2-6 NeuS5Aca6Galp4GleNAc-R Huhn IgY polyklonal - MEISEN et al., 2003;
(CD75s) MUTHING et al., 2005

AK2-3 NeuSAco3Galp4GleNAc-R Huhn IgY polyklonal - MEISEN et al., 2003
(iso-CD75s)

anti-Gb3Cer/CD77  Galo4GalB-R Huhn IgY polyklonal - MUTHING et al., 1999
(CD77)

anti-nLc4Cer Galf4GIlcNAc-R Huhn IgY polyklonal - MUTHING et al., 1999

anti-nLc4Cer Galf4GIlcNAc-R Maus IgM monoklonal ~ 1B2-1B7  ATCC!, Manassas,

VA, USA

anti-CTB Choleratoxin Ziege IgG polyklonal - Calbiochem,
B-Untereinheit Frankfurt
(CTB)

anti-RCL Ricinus communis-Lektin Kaninchen IgG polyklonal - Sigma-Aldrich, Inc.,
(RCL) St. Louis, MO, USA

anti-Stx1 Shiga Toxin 1 Maus IgG1 monoklonal ~ VT109/ Sifin,
(Stx1) 4-E9b Berlin

anti-(r) Viscumin rViscumin/Viscumin Maus IgG1 monoklonal ~ TAS TONEVITSKY et al.,
A-Untereinheit 1995

anti-CD 14 Lipopolysaccharid-Rezeptor Maus IgG1 monoklonal  18D11 Immunotools,
(CD14) Friesoythe

anti-CD45 LCA Maus IgG1 monoklonal MEM-28  Immunotools,
(leukocyte common antigen) Friesoythe
(CD45)

anti-CD31 PECAM-1 (platelet/endothelial Maus IgG1 monoklonal MEM-05 Immunotools,
cell adhesion molecule 1) Friesoythe
(CD31)

Isotypenkontrolle irrelevantes Epitop Maus IgG1 monoklonal 203 Immunotools,

Friesoythe

American type culture collection.
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Tabelle 2-6: Liste der eingesetzten Sekund: rantiko rper.

Sekundirantikérper Konjugat Referenz

Kaninchen anti-Huhn IgY (IgG) alkalische Phosphatase Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc.;
West Grove, PA, USA

Ziege anti-Maus IgG + IgM alkalische Phosphatase Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc.;
West Grove, PA, USA

Kaninchen anti-Ziege 1gG alkalische Phosphatase Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc.;
West Grove, PA, USA

Ziege anti-Kanninchen I1gG alkalische Phosphatase Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc.;
West Grove, PA, USA

Kaninchen anti-Huhn IgY (IgG) Dichlorotriazinylamino Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc.;

Fluoreszein (DTAF) West Grove, PA, USA
Kaninchen anti-Maus IgG (H+L) Alexa Fluor® 568 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

1

2.1.5 Toxine und Lektine

Tabelle 2-7: Liste der verwendeten Toxine und Lektine.

In allen Féllen handelt es sich um mittels Affinitdtschromatographie aufgereinigte Antikorper.

Toxin/Lektin AbKiirzung Referenz

Choleratoxin B-Untereinheit CTB Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Shiga Toxin 1 Stx1 Dr. M. Bielaszewska, Universitét Miinster
Ricinus communis-Lektin RCL Dr. F. Stirpe, Universitdt Bologna, Italien
Viscumin - Dr. F. Stirpe, Universitdt Bologna, Italien

rViscumin -

EcK et al., 1999a,b
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2.2 METHODEN

2.2.1 Reinigung der Glasgefifle

Um mogliche Kontaminationen, die sich vor allen Dingen stérend auf die
massenspektrometrische Analytik auswirken kénnen, zu vermeiden, wurden die eingesetzten

Glasgerite einer speziellen Reinigung unterzogen:

Gespiilte Glaskolben wurden mit Methanol befiillt. Durch fiinf- bis zehnmintitige Beschallung
der mit Methanol befiillten Glaskolben im Ultraschallbad wurden verbliebene

Verunreinigungen entfernt.

Die 10 mL-Schraubdeckelrohrchen, welche zur Lagerung der GSL-Rohextrakte verwendet
wurden, sowie  Schraubdeckelrdhrchen, in  welchen die Proben fiir die
massenspektrometrischen Analysen aufbereitet wurden, wurden {iber Nacht mit konzentrierter
methanolischer KOH inkubiert. Im Anschluss wurden sie in deionisiertem Wasser abgekocht
und dann mit Methanol im Ultraschallbad 20 min beschallt, um verbliebene Verunreinigungen

vollstindig zu entfernen.

2.2.2 GSL-Extraktion aus humanen Geweben

Zur Extraktion der GSL wurden die Gewebeproben zunéchst mit Hilfe eines Skalpells auf
einer bei -20°C vorgekiihlten Glasplatte zerkleinert und anschlieBend in Glasrohrchen
tiberfiihrt. Nach gravimetrischer Bestimmung der Feuchtmasse wurden 2mL
Chloroform/Methanol (1/2, v/v) zu der Probe gegeben, das Gewebe mit einem Homogenisator
(Polytron® PT 1200, Kinematica AG, Littau, Schweiz, Spitzentyp: PT-DA 1205/2) 2 min
homogenisiert und im Anschluss 1 min mit dem Vortex Genie 2 (Bender & Hobein AG,
Ziirich, Schweiz) gemischt. Die am Homogenisator verbliebenen Gewebereste wurden durch
zweiminiitige Homogenisation in weiteren 2 mL Chloroform/Methanol (1/2, v/v) zerkleinert
und nach einminiitigem Mischen mit dem Vortex Genie 2 (Bender & Hobein AG, Ziirich,
Schweiz) der Probe zugegeben. Nach flinfminiitiger Beschallung im Ultraschallbad wurde die
Probe 2 min bei 3000 UpM (ca. 1160 g) zentrifugiert. Der Uberstand (U1) wurde in einen
50 mL-Glasspitzkolben iiberfiihrt, wiahrend das Sediment in 4 mL Chloroform/Methanol (1/1,
v/v) aufgenommen, 1min gemischt und anschlieBend abermals 5 min mit Ultraschall

behandelt wurde. Nach zweiminiitiger Zentrifugation bei 3000 UpM (ca. 1160 g) wurde der
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Uberstand (U2) zu Ul in den Glaskolben gegeben. Es erfolgte eine weitere Extraktion des
Sediments mit 4 mL Chloroform/Methanol (2/1, v/v). Nach dem Zentrifugationsschritt wurde
der Uberstand zu der restlichen Probe (Ul und U2) in den Glaskolben gegeben. Das
Losungsmittelgemisch wurde mit Hilfe eines Rotationsverdampfers (Heidolph VV 2001,
Kehlheim) bei 37°C und 210 UpM verdampft.

2.2.3 Alkalische Hydrolyse

Die alkalische Hydrolyse dient der Verseifung stérender Phospholipide sowie Triacylglyceride
im Lipidextrakt und erfolgte durch einstiindige Inkubation der extrahierten Lipide in 4 mL
wissriger 1 N NaOH bei 37°C. Unter diesen milden alkalischen Bedingungen bleiben die
Amidbindungen der GSL im Gegensatz zu den chemisch instabileren Esterbindungen der
Phospholipide und Triacylglyceride intakt. Die Neutralisation der Extrakte erfolgte auf Eis
durch Zugabe von 400 nL 10 N HCl.

2.2.4 Dialyse

Zur Entfernung von Salzen und Lipidfragmenten wurden die Proben nach der alkalischen
Hydrolyse zwei Tage bei 4°C in Dialyseschlduchen der Firma Medicell International Ltd.
(London, UK) mit einem molekularen cut-off von 12.000-14.000 Da gegen deionisiertes
Wasser dialysiert. Bei den vorliegenden Dialysebedingungen bilden die GSL Mizellen aus, so
dass sie die Dialysemembran nicht passieren konnen und in den Schlduchen verbleiben.

Zweimal taglich wurde ein Wasserwechsel durchgefiihrt.

Nach Beenden der Dialyse wurden die Proben jeweils in 50 mL-Glaskolben tiberfithrt und
mittels Rotationsverdampfung bei 37°C und 210 UpM eingeengt. Durch Zugabe von 1 mL
Chloroform/Methanol (2/1, v/v) und einminiitiger Beschallung im Ultraschallbad wurden die
Proben von den Winden der Glaskolben gelost und im Anschluss jeweils in ein
Glasschraubdeckelrohrchen {tberfithrt. Die Chloroform/Methanol-Zugabe wurde zweimal
wiederholt. AnschlieBend wurden die Chloroform/Methanol-Extrakte in einem Heizblock bei

37°C unter Stickstoftbegasung eingeengt.

Zur Analyse wurden alle Proben auf die gleiche Konzentration eingestellt, indem jeweils
pro mg Feuchtmasse 10 pL Chloroform/Methanol (2/1, v/v) dem GSL-Extrakt zugegeben

wurden.
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2.2.5 Diinnschichtchromatographie (DC)

Die Diinnschichtchromatographie (DC) stellt die dominierende Methode in der Lipidanalytik
dar. So findet neben der Fliissigkeits- und der Gaschromatographie, vor allen Dingen auch die
DC Einsatz bei der Auftrennung komplexer Lipidmischungen. Als polare, stationdre Phase
dienen bei der Normalphasen-DC meist Kieselgel (Si0;), Aluminiumoxid (Al;Os3) oder
Cellulosederivate, welche in Form einer diinnen Schicht (0,1-1 mm) auf eine Glas-,
Kunststoff- oder Aluminiumplatte aufgebracht sind. Je nach Fragestellung kommt auch die
Umkehrphasen-DC zum FEinsatz, bei der mit Kohlenwasserstoftketten derivatisiertes SiO; als
stationdre Phase verwendet wird. Als mobile Phase werden fiir die GSL-Analytik
Losungsmittelgemische aus Chloroform, Methanol und Wasser eingesetzt. In einer speziellen
Kammer, in der die Kieselgelplatte nach Auftragung der Proben mit ihrem unteren Rand in
das Laufmittel gestellt wird, findet die Chromatographie statt. Infolge der Kapillarkréfte
wandert das Laufmittel auf der Kieselgelplatte nach oben und das Lipidgemisch trennt sich
entsprechend der Polaritit seiner Komponenten auf. Bei der Normalphasen-DC werden zum
Beispiel polare Lipide, wie GSL, auf der polaren Kieselgelplatte wesentlich stérker
zuriickgehalten als unpolare Triacylglyceride. GSL aus humanen Geweben sind meist mit
einer C16- oder einer C24-Fettsdure substituiert und treten somit als Doppelbanden im
Chromatogramm auf, wobei die polarere Spezies (C16) in der unteren Bande migriert.

[PINGOUD UND URBANKE, 1997; LOTTSPEICH UND ENGELS, 2006].

Durchfiihrung:

In der vorliegenden Arbeit diente die DC zur Auftrennung der GSL aus den Gewebeextrakten
sowie aus den GSL-Referenzmischungen. Es wurden Kieselgel 60 beschichtete Glasplatten
der Firma Merck (Kieselgel 60 high performance thin-layer chromatography (HPTLC)-
Fertigplatten, 10 cm x 10 cm, 0,2 mm Schichtdicke, Merck KGaA, Darmstadt) eingesetzt. Zur
Entfernung von Restwasser aus dem Kieselgel wurden die DC-Platten 45 min bei 110°C
inkubiert. Bis zum Gebrauch erfolgte die Lagerung der aktivierten Platten iiber Blaugel
(Kieselgel mit Feuchtigkeitsindikator) in einem mit P,Os bestiickten Exsikkator.

Zur Trennung wurden die GSL-Extrakte mit einem automatischen Probenaufgeber
(Linomat IV, CAMAG, Muttenz, Schweiz) auf die jeweilige Platte aufgetragen. Neutrale GSL
wurden in Chloroform/Methanol/Wasser (120/70/17, v/v/v) + 20mg CaCly,/100 mL
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(= Laufmittel 1) und Ganglioside in Chloroform/Methanol/Wasser (120/85/20, v/v/v) + 20 mg
CaCl/100 mL (= Laufmittel 2) chromatographiert. Die Laufzeit betrug 20 min.

Bei der Analyse der GSL-Extrakte aus den Geweben wurde direkt nach Aufgabe der Proben
auf die DC-Platte ein dreiigminiitiger Vorlauf mit Chloroform durchgefiihrt. Hierdurch
chromatographierten die nach der Dialyse in den Extrakten verbliebenen, unpolaren Lipide
(zum Beispiel Fettsduren und Ceramide) vorab vom Probenauftragspunkt, so dass bei der
nachfolgenden Chromatographie der GSL Verdrangungseffekte weitgehend vermieden und

somit bessere GSL-Trennungen erzielt werden konnten.

2.2.6 Orcinfirbung

Da Orcin Zucker férbt, eignet es sich sowohl fiir den Nachweis von neutralen GSL als auch

fiir den Nachweis von Gangliosiden.

Die DC-Platte wurde nach dem Lauf 5 min iiber P,Os im Exsikkator unter Olpumpenvakuum
getrocknet und im Anschluss 15sec in die Orcinlosung (0,3% (w/v) Orcin (3,5-
Dihydroxytoluol-Monohydrat, Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA) in 3 N H;SOy)
getaucht. Danach wurde die DC-Platte auf einer Heizplatte bei 100°C entwickelt.

Zur Bestimmung der Anteile der Einzelkomponen in der neutralen GSL- und der
Gangliosidmischung aus humanen Granulozyten (siche Material und Methoden, Abschnitt
2.1.3) wurden die Orcin-gefirbten Banden mit Hilfe eines CD60 Scanners der Firma Desaga
(Heidelberg, Deutschland, Software ProQuant®, Version 1.06.000) densitometrisch
quantifiziert. Die Messung erfolgte im Remissionsmodus bei einer Wellenldnge von 544 nm

und einem Lichtstrahl mit einer Spalth6he von 0,02 mm und einer Spaltbreite von 3 mm.
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2.2.7 DC-Overlay-Assay

Der DC-Overlay-Assay ist eine einfache, schnelle und sensitive Methode, welche, unter
Zuhilfenahme von Antikorpern, Lektinen oder Toxinen, der spezifischen Detektion
verschiedener Oligosaccharidstrukturen von GSL dient. Hierbei handelt es sich um ein ELISA
(enzyme linked immunosorbent assay)-dhnliches Verfahren, dessen Durchfiihrung auf der DC-
Platte erfolgt. Im Gegensatz zum ELISA, bei welchem der Enzym-katalysierte
Chromogenumsatz zum Nachweis des Antigens in wissrigem Milieu stattfindet und
photometrisch quantifiziert werden kann, erfolgt die Visualisierung beim DC-Overlay-Assay
durch Enzym-katalysierte Umwandlung eines gelosten Chromogens in ein gefirbtes
Prazipitat. Soweit nicht anders angegeben erfolgte die Durchfithrung der DC-Overlay-Assays

bei Raumtemperatur.

2.2.7.1 Fixierung des Kieselgels durch Plexigum-Beschichtung

Da bei der Durchfiihrung des DC-Overlay-Assays, unabhéngig vom Detektionssystem, mit
wissrigen Losungen gearbeitet wird, muss zunéchst das hydrophile Kieselgel fixiert werden,
damit es sich nicht von der Glasplatte ablost. Hierfiir wurden die DC-Platten nach der
chromatographischen Trennung der GSL zundchst 40 min tiber P,Os im Exsikkator iiber
Olpumpenvakuum getrocknet. Unmittelbar danach erfolgte ca. 45 min die Beschichtung der
Platten mit Plexigum (0,5% (w/v) Polyisobutylmethacrylat (Plexigum P28, R6hm, Darmstadt)

in wasserfreiem n-Hexan) in einer DC-Kammer.

2.2.7.2 Overlay-Assay mit Antikérpern

Puffer und Losungen:

In Tabelle 2-8 sind die Losungen und Puffer, welche im Overlay-Assay eingesetzt wurden,

aufgefiihrt.
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Tabelle 2-8: Losungen und Puffer fiir den Overlay-Assay.

Loésungen und Puffer Substanzen
PBS 140 mM NaCl
2,7 mM KCl
8 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO4

0,02% (w/v) NaNj3
in Milli-Q Wasser
pH72

Losung A 1% (w/v) BSA (bovines Serumalbumin, Serva, Heidelberg)
0,02% (w/v) NaNj3
in PBS

Losung B 0,05% (v/v) Tween 21 (Uniquema, Redcar, UK)
0,02% (w/v) NaNjs
in PBS

Glycinpuffer 0,1 M Glycin
1 mM ZnCl,
1 mM MgCl,
in Milli-Q Wasser
pH 10,4

Substratlosung 0,05% (w/v) BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat,
Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe)
in Glycinpuffer

Antikorper:

Tabelle 2-9 enthilt eine Auflistung der Verdiinnungen der im Overlay-Assay verwendeten

Antikorper.

Tabelle 2-9: Verdiinnungen der im Overlay-Assay eingesetzten Antikorper.

Primérantikorper Verdiinnung!
AK2-6 (anti-CD75s) 1:22000
AK2-3 (anti-iso-CD75s) 1:22000
anti-Gb3Cer/CD77 1:22000
anti-nLc4Cer 1:2000
1B2-1B7 (anti-nLc4Cer) 1:10
Kaninchen anti-Huhn IgY (IgG) 1:2000

Ziege anti-Maus IgG + IgM 1:2000

' in Losung A.
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Durchfiihrung:

Nach der Plexigumbeschichtung wurden die DC-Platten {iber Nacht bei 37°C mit PBS
(80 mL/Platte) inkubiert und anschlieBend 15 min mit Losung A abgesittigt. Danach erfolgte
eine einstiindige Inkubation der DC-Platten mit dem jeweiligen Primérantikorper, welcher in
Losung A verdiinnt wurde (vergleiche Tabelle 2-9). Vor Zugabe des Sekundirantikorpers, an
den das Enzym alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt war, wurden die DC-Platten dreimal
mit Losung B gewaschen. Die Inkubation mit dem jeweiligen Sekundérantikérper, welcher in
einer Verdiinnunng von 1:2000 in Losung A auf die DC-Platten gegeben wurde (vergleiche
Tabelle 2-9), dauerte 60 min. Im Anschluss wurden die DC-Platten dreimal mit Lésung B und
einmal mit Glycinpuffer gewaschen. Dann wurde die Substratlosung auf die DC-Platten
gegeben. Die AP setzte das Substrat in ein blaues Prizipitat um. Die Dauer der Farbung
variierte in Abhéngigkeit von den aufgetragenen GSL-Mengen und den eingesetzten
Primédrantikorpern. Zum Stoppen der Farbreaktion wurde Glycinpuffer verwendet. In

Abbildung 2-1 ist ein Schema des Antikorper basierten-Overlay-Assays gezeigt.

Zur Evaluation der Ergebnisse der Overlay-Assays wurden die immungefirbten Banden
mittels CD60 Scanner (Fa. Desaga) densitometrisch quantifiziert. Die Messung erfolgte im
Remissionsmodus bei einer Wellenlinge von 630 nm und einem Lichtstrahl mit den

Ausmalen 0,02 mm x 3 mm.

Alkalische Phosphatase 22l

Blaues

Sekundarantikérper Prazipitat

GSL-spezifischer
Primarantik&rper

GSL
Kieselgel 60
Glas-
trager

DC-Platte

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung des Overlay-Assays mit Antikérpern.
Bei dem Overlay-Assay handelt es sich um ein ELISA-dhnliches Verfahren auf der DC-Platte. Hierbei wird der
primidre Antikorper, der spezifisch gegen die Targetstruktur eines GSLs gerichtet ist, von einem zweiten
Antikorper, an den zum Beispiel das Enzym Alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt ist, erkannt und gebunden.
Die Visualisierung erfolgt durch AP-katalysierte Umwandlung eines gelosten Chromogens in ein geférbtes
Prézipitat.
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2.2.7.3 Overlay-Assay mit Toxinen und Lektinen

Puffer und Lésungen:

Zur Durchfithrung des Overlay-Assays mit Toxinen und Lektinen wurden die in Tabelle 2-8
aufgefiihrten Puffer sowie Losungen verwendet (vergleiche Material und Methoden, Abschnitt
2.2.7.2 (Overlay-Assay mit Antikdrpern)).

Toxine und Lektine:

In Tabelle 2-10 sind die im Overlay-Assay eingesetzten Toxin- sowie Lektinkonzentrationen

aufgelistet.

Tabelle 2-10: Im Overlay-Assay eingesetzte Toxin- und Lektinkonzentrationen.

Konzentration'
Toxin/Lektin
[ng/mL]
CTB 0,25
Stx1 0,2
RCL 1
Viscumin 1
rViscumin 1
' in Losung A.
Antikorper:

In Tabelle 2-11 sind die Konzentrationen sowie die Verdiinnungen der Antikorper, welche im

Overlay-Assay eingesetzt wurden, aufgefiihrt.

Tabelle 2-11: Verdiinnungen und Konzentrationen der im Overlay-Assay eingesetzten Antikdrper.

Primérantikorper Verdiinnung' ﬁogl;lzrff]t ration’
anti-CTB 1:4000 -

anti-Stx1 - 2 pg/mL
anti-RCL 1:200 -

anti-(r) Viscumin - 1 pg/mL
Kaninchen anti-Ziege 1gG 1:2000

Ziege anti-Kaninchen IgG 1:2000

Ziege anti-Maus IgG + IgM 1:2000

' in Losung A.
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Durchfiihrung:

Die Plexigum-beschichteten DC-Platten wurden tiber Nacht bei 37°C mit 80 mL PBS pro
Platte inkubiert und im Anschluss 30 min mit Losung A abgesittigt. Danach erfolgte eine
eineinhalbstiindige Inkubation der DC-Platten mit dem jeweiligen Toxin beziechungsweise
Lektin. Die Toxine/Lektine wurden hierbei in Losung A verdiinnt (vergleiche Tabelle 2-10).
Vor Zugabe des Primdrantikorpers gegen das jeweils eingesetzte Toxin/Lektin wurden die
DC-Platten dreimal mit Losung B gewaschen. Die Inkubation mit dem Primérantikorper,
welcher in Losung A verdiinnt auf die DC-Platten gegeben wurde (vergleiche Tabelle 2-11),
dauerte zwei Stunden. Nach dreimaligem Waschen der Platten mit Losung B erfolgte die
einstiindige Inkubation mit dem entsprechenden AP-konjugierten Sekundérantikérper, der
jeweils in einer Verdiinnung von 1:2000 in Losung A eingesetzt wurde (vergleiche Tabelle
2-11). Im Anschluss wurden die DC-Platten dreimal mit Losung B und einmal mit
Glycinpuffer gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe der Substratlosung. Die Dauer der
Féarbung variierte in Abhéngigkeit von den aufgetragenen GSL-Mengen und den eingesetzten
Toxinen/Lektinen. Zum Stoppen der Farbreaktion wurde Glycinpuffer verwendet. Eine

schematische Darstellung des Overlay-Assays mit Toxinen findet sich in Abbildung 2-2.

BCIP

Blaues
Prazipitat

Alkalische Phosphatase

Sekundarantikérper

Toxin-spezifischer
Primarantikdrper

GSL-spezifisches Toxin

GSL
Kieselgel 60
Glas-
tréager

DC-Platte

Abbildung 2-2: Schematische Darstellung des Overlay-Assays mit Toxinen.
Die Detektion der Targetstruktur auf der DC-Platte erfolgt mit Hilfe eines GSL-spezifischen Toxins. Der primére
Antikorper, der gegen das Toxin gerichtet ist, wird von einem zweiten Antikorper, an welchen das Enzym
Alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt ist, erkannt und gebunden. Die Visualisierung erfolgt durch AP-
katalysierte Umwandlung eines gelosten Chromogens in ein gefirbtes Prizipitat.
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2.2.7.4 Auswertung der Overlay-Assay Daten

Zur Evaluation der Overlay-Assay Ergebnisse wurden die densitometrischen Daten der
immungefiarbten GSL-Banden herangezogen (vergleiche Material und Methoden, Abschnitt
22.7.2). Um die Werte der einzelnen Tumorproben miteinander vergleichen und sie
entsprechend ihrer GSL-Expression in Gruppen einteilen zu kdnnen, wurden von den
Extinktionswerten der Tumorgewebeproben die entsprechenden Extinktionswerte des
zugehorigen gesunden Gewebes subtrahiert. Die Einteilung der Tumoren in verschiedene
Expressionsgruppen entsprechend der errechneten Werte ist in nachfolgender Tabelle 2-12

dargestellt.

Tabelle 2-12: Einteilung der Tumore in Expressionsgruppen entsprechend ihrer differentiellen GSL-
Expression.'

. , CD75s-Ganglioside  iso-CD75s-Ganglioside =~ Gb3Cer/CD77 Gb3Cer/CD77
Expressionsgruppe
Pankreas Pankreas Pankreas Kolon
I 2000 <x 2000 <x 4000 <x 2000 <x
II 400 < x <2000 400 < x <2000 700 < x <4000 200 <x <2000
I -400 < x < 400 -400 < x < 400 =700 < x < 700 -200 <x <200
v X <-400 X <-400 x <-700 X < -200

1

2

errechnete Werte aus ODrymor-ODGesund-

I: stark erhohte GSL-Expression im Tumorgewebe; II: schwach erhéhte GSL-Expression im Tumorgewebe;
III: gleiche GSL-Expression im Tumor- und Normalgewebe; I'V: h6here GSL-Expression im Normalgewebe.
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2.2.8 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie ist eine weit verbreitete Methode, um die Verteilung von
Makromolekiilen in Zellen und Geweben zu untersuchen. Sie wurde zur Lokalisation der
verschiedenen GSL-Strukturen in gesunden sowie malignen Pankreas- und Kolongeweben
eingesetzt. Alle Inkubationsschritte zur Durchfithrung der Immunfluoreszenzmikroskopie

erfolgten, sofern nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur.

Puffer und Losungen:

In der nachfolgenden Tabelle 2-13 sind die Losungen und Puffer, welche zur Durchfithrung
der Immunfluoreszenzmikroskopie verwendet wurden, aufgelistet. Die Zusammensetzung von
PBS und Losung A ist in Tabelle 2-8 beschrieben (vergleiche Material und Methoden,
Abschnitt 2.2.7.2 (Overlay-Assay mit Antikorpern)).

Tabelle 2-13: Losungen und Puffer fiir die Inmunfluoreszenzmikroskopie.

Losungen und Puffer Substanzen

Blocklosung 3% (w/v) BSA
in PBS

DAPI-Gebrauchslgsung 1 pg/mL DAPI (4',6-Diamidin-2"-phenylindol-dichlorid,
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA)
in PBS

Toxine und Lektine:

In Tabelle 2-14 sind die Verdiinnungen der zur Immunfluoreszenz eingesetzten Antikorper

aufgefiihrt.
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Tabelle 2-14: Verdiinnungen der zur Durchfithrung der Immunfluoreszenzmikroskopie eingesetzten
Antikdrper.

Primiirantikorper Verdiinnung'
AK2-6 (anti-CD75s) 1:50
AK2-3 (anti-iso-CD75s) 1:25
anti-Gb3Cer/CD77 1:15
18D11 (anti-CD14) 1:200
MEM-28 (anti-CD45) 1:200
MEM-05 (anti-CD31) 1:200
203, Isotypenkontrolle 1:200
Kaninchen anti-Huhn IgY (IgG) 1:40
Kanninchen anti-Maus IgG (H+L) 1:250
' in Losung A.

Durchfiihrung:

Mit Hilfe eines Kryostaten (Modell: HM 505 E, Microm, Walldorf) wurden 4 um dicke
Gefrierschnitte von gesundem sowie malignem Pankreas- und Kolongewebe angefertigt und
auf Glasobjektrager (SuperFrost®Plus, R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik,
Teningen) aufgezogen. Im Anschluss wurden die Schnitte 48 h bei Raumtemperatur
getrocknet und 10 min in 3,7% Formaldehydlosung (Fischar, Saarbriicken) fixiert. Nach
einem Waschschritt mit PBS wurden die Schnitte 30 min mit Blocklosung abgesittigt und
daraufhin erneut mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden je 50 pL der mit Losung A
verdiinnten Primérantikorper auf die Schnitte gegeben (vergleiche Tabelle 2-5 und Tabelle
2-14). Nach der Inkubation mit den Primérantikorpern tiber Nacht bei 4°C wurden die Proben
dreimal mit PBS gewaschen. Dann erfolgte die Zugabe der Sekundirantikorper (50 pL),
welche in Losung A verdiinnt wurden (vergleiche Tabelle 2-14). Zur spiteren Detektion
mittels Immunfluoreszenz waren der anti-Huhn IgY Antikorper mit DTAF und der anti-Maus
IgG Antikorper mit Alexa Fluor®568 markiert. Nach einstiindiger Inkubation der Schnitte mit
den Sekundérantikorpern erfolgte ein Waschschritt mit PBS. Mittels fiinfzehnminiitiger
Inkubation mit DAPI-Gebrauchslosung wurden die Zellkerne gefirbt. Die Farbung beruht
hierbei auf der selektiven Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes DAPI an DNA, was mit hoher
Spezifitit zur Bildung stark fluoreszierender DNA-DAPI-Komplexe fiihrt. DAPI wird von
Zellen sehr rasch in die DNA aufgenommen, wodurch stark fluoreszierende Zellkerne
entstehen, wéhrend eine zytoplamatische Fluoreszenz nicht nachweisbar ist. Nach Farbung
der Zellkerne wurden die Schnitte dreimal mit PBS gewaschen und im Anschluss mit

Fluorescence  Mounting Medium (Dako Germany, Hamburg) eingedeckt. Als
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Negativkontrollen dienten Schnitte, die zum einen nur mit dem Sekundérantikorper und zum
anderen nur mit Praiimmunserum aus Huhn sowie einer Maus IgG1 Isotypenkontrolle anstelle
der Primdrantikorper inkubiert wurden. Des Weiteren galt es zu zeigen, dass sich die mit den
Antikorpern AK2-6 und AK2-3 sowie dem anti-Gb3Cer/CD77-Antikorper detektierten
Epitope tatsdchlich auf Lipiden befanden. Hierfir wurden vor Durchfithrung der
Immunfirbung die Schnitte jeweils 10 min mit Methanol und Chloroform/Methanol (1/1, v/v)

behandelt, um die Lipide aus den Geweben zu extrahieren.

Die Analyse der immungefirbten Schnitte erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops
(Axioskop) der Firma Zeiss (Gottingen) bei 400-facher VergroBerung (Objektiv: Plan-
NEOFLUAR, numerische Apertur 0,75). Die Fluoreszenz wurde mit einer CCD-Kamera
(AxioCam CCD-Kamera, Zeiss) aufgenommen und mit dem Programm AxioVision (Version
3.1., Zeiss, 1.300 x 1.030 Pixel) dokumentiert. Die Bearbeitung der Bilder erfolgte mit der
Software Adobe Photoshop (Version 8.0.1, Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA).

2.2.9 IR-MALDI-0-TOF-MS

Die massenspektrometrische Analyse der GSL mittels IR-MALDI-o-TOF-MS erfolgte direkt
auf der DC-Platte [DREISEWERD et al., 2005]. Hierfiir wurde nach Durchfiihrung des Overlay-
Assays (vergleiche Material und Methoden, Abschnitt 2.2.7) die DC-Platte 2 Stunden in
Ammoniumacetatpuffer (10 mM Ammoniumacetat in Milli-Q Wasser, pH 3,6) inkubiert, da
sich dieser Inkubationsschritt positiv auf die Ionisierung der Analyten bei der
massenspektrometrischen Analyse auswirkt. Die Entfernung des Plexigums erfolgte durch
dreimaliges Eintauchen der DC-Platte in Chloroform. Danach wurde die Platte in kleine ca.
2,5cm lange und 1cm breite Stiicke geschnitten und mit Hilfe von doppelseitigen
Klebestreifen auf dem Probenhalter befestigt. Es wurden mehrere Tropfen Glyzerin in
Volumina von 0,3 pL direkt auf die immungeférbten Banden gegeben. Die Messung der
Proben erfolgte direkt auf der DC-Platte mit Hilfe eines modifizierten o-TOF Prototypen der
Firma MDS Sciex (Concord, ON, Kanada), dhnlich dem von Loboda et al. [2003]
beschriebenen o-TOF Massenspektrometer (siche Abbildung 2-3). Eine kommerzielle Version
des Gerites (prOTOF 2000) ist mittlerweile bei der Firma Perkin-Elmer (Waltham,
Massachusetts, USA) erhiltlich. Der eingesetzte Prototyp verfiigt iber eine Massenauflosung
von ca. 10.000 und eine Massengenauigkeit von ca. 20 ppm. Zur lonisierung des Analyten
wurde ein Er:YAG-Laser (Bioscope, BiOptics Laser Systems AG, Berlin) eingesetzt. Dieser

hat eine Pulsdauer von 100 ns bei einer Wellenldinge von 2,94 um und regt somit die
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Hydroxylgruppen der Glyzerinmatrix an. Durch ein zusétzliches Vakuumfenster wird der
Infrarotlaser in die Ionenquelle eingekoppelt und mittels plankonvexen Linsen auf die Probe
mit einer Fokusgrofle von ca. 250 pm-Durchmesser gerichtet. Mit Hilfe einer CCD-Kamera
kann die Probe mit einer optischen Auflésung von bis zu 10 pm betrachtet werden. Die
Ionisierung des Analyten in der Quelle erfolgte bei einem Druck von ca. 0,8 mbar in einer
Stickstoffatmosphire. Die Beschleunigungsspannung im Massenanalysator betrug 10 kV. Alle

Messungen wurden im Positivionenmodus durchgefiihrt.
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Abbildung 2-3: Schematische Darstellung des von Loboda er al. [2003] beschriebenen MALDI
orthogonal-Flugzeitmassenspektrometers.
Die Laserdesorption erfolgt bei einem Druck von 0,8 mbar unter Stickstoffatmosphére. Der Stickstoff dient
hierbei als Stof3gas zur Abbremsung sowie Stabilisierung der Analytmolekiile beim MALDI-Prozess (collisional
cooling). Uber einen Quadrupol werden die lonen fokussiert und in den TOF-Analysator geleitet, in welchem sie
senkrecht zu ihrer urspriinglichen Flugbahn beschleunigt und nach ihrem m/z aufgetrennt werden. Die in der
Abbildung angegebenen Driicke entsprechen den Driicken, die zur Durchfithrung der Experimente im Gert
vorlagen [modifiziert nach LOBODA et al., 2003].
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2.2.10 Statistische Auswertung

Die densitometrischen Daten aus den Overlay-Assays wurden statistisch mit Hilfe des
Programms SPSS 14.0.2 (SPSS, Chicago, Illinois, USA) ausgewertet. Mit diesem Programm
lassen sich alle gdngigen Methoden der klassischen Statistik (parametrische und nicht-
parametrische Testverfahren) auf verschiedene Datensdtze anwenden. Zur Auswertung der
experimentellen Daten wurden unter den verschiedenen nicht-parametrischen Testverfahren
der Vorzeichentest und der Mediantest ausgewéhlt. Zur Beschreibung von Zusammenhingen
wurde die Rangkorrelation t nach Kendall berechnet. In allen Fillen wurde das

Signifikanzniveau auf o = 0,05 festgelegt. Die Tests waren alle zweiseitig.

2.2.10.1 Vorzeichentest

Der Vorzeichentest wurde durchgefithrt, um zu priifen, ob sich die Expression der
untersuchten GSL-Strukturen im Normalgewebe signifikant von der im Tumorgewebe

unterscheidet.

Mit Hilfe des Vorzeichentests lassen sich Vergleiche einfachster Art durchfithren. Es handelt

sich um einen verteilungsfreien Test fiir verbundene Stichproben der Form

(xbyl), RS (xn,yn)

der Zufallsvariablen X und Y, welche an » Merkmalstrigern beobachtet werden. Hierbei
umfasst der Begriff Merkmalstrager zum Beispiel ein- und dasselbe Individuum, an dem zu
verschiedenen Zeitpunkten Messwerte erhoben werden, oder homogene Paare mit méglichst
dhnlichen Eigenschaften. Fiir jedes Beobachtungspaar wird die Differenz aus beiden
Merkmalen gebildet. Somit ldsst sich jedem Paar ein positives oder ein negatives Vorzeichen
zuordnen. Die Nullhypothese geht davon aus, dass etwa gleich viele negative und positive

Differenzen vorliegen, und wird wie folgt definiert:

Ho: P(X <Y)=P(X >Y)=0,5
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Das Testverfahren verlduft folgendermaf3en:

- Zunichst erfolgt die Zuordnung des passenden Vorzeichens an jedes Beobachtungspaar.

Paare, deren Stichprobenwerte sich nicht unterscheiden, werden nicht berticksichtigt.

- Die Anzahl der positiven und negativen Vorzeichen wird gezihlt. Die kleinere Zahl fungiert

als Priifgrof3e k.

- Bei Stichproben mit »n>20 ist die PrifgroBe k& unter der Nullhypothese asymptotisch

normalverteilt mit dem Erwartungswert u=n-0,5 und der Varianz ¢ =n-0,25

beziehungsweise der Standardabweichung o =+/n-0,25 . Somit lassen sich fiir & = 0,05 bei

einem zweiseitigen Test die Schranken fiir den Annahmebereich wie folgt berechnen:

111,96
beziehungsweise

n-0,5+1,96-4n-0,25

Falls die Priifgrofe & innerhalb des Annahmebereichs liegt, muB3 die Nullhypothese

beibehalten werden [GRIESEL UND POSTEL, 1990; DULLER, 2008; WEIB, 2008].

Der Vorzeichentest beinhaltet im Prinzip keine Voraussetzungen, nutzt aber auch bei weitem
nicht alle Informationen der Stichprobendaten aus. Somit ist seine Teststirke wesentlich
geringer als die vergleichbarer Tests (zum Beispiel dem entsprechenden 7-Test oder dem
Wilcoxon-Test). Da bei den alternativen Tests mit groBerer Trennschérfe verschiedene
Voraussetzungen, wie zum Beispiel eine Normal- (z-Test) oder zumindest eine gleiche
Verteilung (Wilcoxon-Test) der Daten, erfiillt sein miissen [GRIESEL UND POSTEL, 1990; WEIB,
2008], wurde aufgrund der schiefen Verteilung der GSL-Expression in den Geweben ein

zweiseitiger Vorzeichentest zur Datenauswertung vorgezogen.
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2.2.10.2 Mediantest

Der Mediantest wurde in der vorliegenden Arbeit benutzt, um zu tberpriifen, ob sich die
GSL-Expression in malignen Geweben, welche unterschiedliche klinisch pathologische

Merkmale aufweisen, signifikant unterscheidet.

Mit Hilfe des Mediantestes lassen sich zwei unabhéngige Stichproben beziiglich eines ordinal
skalierten oder eines quantitativen Merkmals vergleichen. Es wird iiberpriift, ob sich die
beiden Stichproben hinsichtlich ihrer zentralen Tendenz unterscheiden beziehungsweise ob
die (Mess)daten der einen Stichprobe rangméfig hoher ausfallen als die der anderen. Beim
Mediantest werden keine gleichen Verteilungsformen der Zufallsvariablen vorausgesetzt. Er
kann somit auch eingesetzt werden, wenn die Verteilungen der Stichproben ungleich oder

unbekannt sind. Die Nullhypothese lautet:

Ho: /71 = :[72

I, : Median der Stichprobe 1
M, : Median der Stichprobe 2

Das Testverfahren lésst sich folgendermallen beschreiben:

- Aus den Daten der beiden Stichproben wird der gemeinsame empirische Median X

ermittelt.

- Innerhalb der beiden Stichproben werden die Werte ausgezihlt, welche iiber
beziehungsweise unter dem vereinigten Median liegen, und in eine so genannte Vierfeldertafel
eingetragen. Entsprechend der nachfolgenden Vierfeldertafel (Tabelle 2-15) werden die
Haufigkeiten ermittelt.

Tabelle 2-15: Vierfeldertafel beim Median-Test.

<Xx > X
Stichprobe 1 a b nyj=a-+b
Stichprobe 2 c d ny=a-+b

a-+tc b+d n=a+b+c+d
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- Aus den Hiufigkeiten wird folgende Priifgrofe * (Chi®) errechnet:

2 _ n-(ad —be)’
X = axb atoerd)b+d) @)

SchlieBlich vergleicht man die PriifgoBe x> mit theoretischen Werten ¥’:1.q, welche in
entsprechenden Tabellen zu finden sind (sieche Tabelle 2-16). Hierbei stellt /' den so genannten
,Freiheitsgrad® und o das Signifikanzniveau dar. Der Freiheitsgrad bezeichnet die Anzahl der
Werte, welche man frei verdndern kann ohne das Gesamtergebnis zu verdndern. Im Falle des
Mediantests ist der Freiheitsgrad f gleich 1. Liegt der Wert der Priifgroe innerhalb des
Intervalls [0, Xzf;l_(x], wird die Nullhypothese beibehalten [SCHARLAU, 2000; WEIB, 2008].

Tabelle 2-16: Quantile der Chi’-Verteilung.'

Freiheitsgrad X 10,95 X’ r0.99
1 3,841 6,635
2 5,991 9,210
3 7,815 11,345
4 9,488 13,277

' SCHARLAU, 2000; WEIS, 2008.

2.2.10.3 Rangkorrelation t nach Kendall

Die nicht-parametrische Rangkorrelation t nach Kendall wurde berechnet, um Aussagen tiber
den Zusammenhang zwischen der GSL-Expression in den Geweben und der anatomischen
Ausbreitung (TNM) sowie dem histopathologischen Grading (G) der untersuchten Tumore zu
treffen. Kendalls t wurde auch verwendet, um die CD75s- und die iso-CD75s-

Gangliosidexpression in den Pankreaskarzinomen zu vergleichen.

Der Rangkorrelationskoeffizient t nach Kendall ist ein MaB3 fiir die Stdrke eines monotonen
Zusammenhangs zweier Merkmale. Er setzt lediglich ordinales Skalenniveau der beiden
Merkmale X und Y, welche miteinander verglichen werden sollen, voraus. Die Voraussetzung

der Normalverteilung wird ebenfalls nicht benétigt. Um den Koeffizienten t zu bestimmen,
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ordnet man den (Mess)daten beider Merkmale in aufsteigender Reihenfolge Rangplitze zu.
Sobald identische Daten wiederholt auftreten, erhalten sie alle den entsprechenden mittleren
Rangplatz. Gleiche Merkmalswerte werden auch als Bindungen bezeichnet. Somit erhélt man
aus den ZufallsgroBen X und Y neue ZufallsgroBen R(X) und R(Y), deren Werte die

vergebenen Rangplitze sind.

Zur Berechnung von Kendalls T werden nun ausschlieflich die ordinalen Informationen
(groBer/kleiner-Vergleiche) der Rangreihen verwendet. Dies bedeutet, dass jeweils zwei
Realisierungen (R(x;), R(y;)) und (R(x;), R(y;)) des Paares (R(X), R(Y)) miteinander verglichen

werden. Fiir den Kennwert dieser Realisierung gilt:

+1 falls mit R(x;) < R(y,) auch R(x;) < R(y;) oder
Kij: mit R(x;) > R(y;) auch R(x;) > R(y ) gilt
-1 sonst

wobei Kij=Kji. Wenn die beiden Rangreithen aus n Werten bestehen, gibt es genau

n
(J = % n(n—1) solcher Paare {i, j}. Fiir jedes dieser Paare {i, j} wird die GroBe Kij bestimmt

und aufsummiert:

S:ZW:ZKIJ

i=l j>i
Fiir S gilt:

1 1
——nmn-D<S<—nn-1
5 (n—1) 5 (n—1)

Handelt es sich um einen streng monoton wachsenden Zusammenhang, so nimmt .S die obere

Grenze an. Im Falle eines streng monoton fallenden Zusammenhangs zwischen X und Y
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erreicht S die untere Grenze. Falls zwischen den beiden Merkmalen kein Zusammenhang
besteht, ist S =0. S kann somit als Kenngr6e des Zusammenhangs zwischen R(X) und R(Y)
eingesetzt werden. Bei der Bestimmung von Kendalls t wird die Summe S auf den fiir

Korrelationskoeffizienten typischen Bereich [-1, 1] normiert, indem sie in Relation zu der
: : ) 1 :
hochstmoglichen Summe dieser Art Sy, das sich aus En(n—l) errechnet, gesetzt wird.

Hiermit ist der Kendall’sche Rangkorrelationskoeffizient folgendermaflen definiert:

r(X )= 5)

En(n—l)

Liegt eine vollstindige Ranggleichheit vor, nimmt t den Wert 1 an. Bei vollstdndiger
Rangungleichheit gilt dementsprechend t=-1. Unter der Nullhypothese gilt, dass kein

Zusammenhang zwischen X und Y besteht. Sie ldsst sich wie folgt formulieren:
Ho: 7(X,Y)=0

Unter der Nullhypothese geht man davon aus, dass t©(X, Y) asymptotisch normalverteilt ist mit
) . 2(2n+5
einem Erwartungswert u von 0 und der Varianz o = (n—) .

9n(n—1)
Sobald Bindungen auftreten, ist eine Korrektur des Rangkorrelationskoeffizienten t(X, Y)
notwendig. In diesem Fall kommen der Wert x beziechungsweise y mehr als einmal in einer
Stichprobe vor und b, beziehungsweise b, entsprechen der Anzahl von x- beziehungsweise y-

Werten, welche zu dieser Bindung gehoren, das heift, die Anzahl der mit x beziehungsweise y

identischen Messwerte. Die Berechnung der Korrekturformel erfolgt gemal3

Tyina (X Y) =

(6)

S
1 1
\/[En(n—l)—ij[En(n—l)—Tyj
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wobel

T :%be(bx ~1)und T, :%Zby(by 1)

sind.

Da in die Berechnung von Kendalls t lediglich die ordinale Information der Rangreihen
eingeht, gilt dieses statistische Testverfahren als relativ unempfindlich gegeniiber
Datenausreiflern. Aus diesem Grund wurde Kendalls T dem etwas héufiger angewandten

Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman vorgezogen [WALZ, 2004; WEIB, 2008].
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3 ERGEBNISSE

Auf der Suche nach tumorassoziierten Glykosphingolipiden (GSL) mit potentiellem
therapeutischen Hintergrund, galt es sowohl Pankreas- als auch Kolonkarzinomgewebeproben
sowie gesundes Vergleichsgewebe auf die Expression verschiedener GSL-Strukturen zu
untersuchen. Teilweise lagen von einigen Gewebeproben nur wenige Milligramm vor, die zur
Analyse eingesetzt werden konnten. Aus diesem Grund musste zunédchst die bestehende
Analytik optimiert werden, bevor mit den GSL-Expressionsanalysen begonnen werden
konnte, um auch noch sehr geringe Probenmengen sowohl immunologisch mit Hilfe der
Overlay-Technik als auch strukturell mittels Massenspektrometrie charakterisieren zu konnen.
Meisen et al. [2004, 2005] haben eine Methode entwickelt, bei welcher das Kieselgel
immungefirbter GSL-Banden nach Entfernung des Plexigum-Fixativs mit Chloroform von
der Glasplatte abgekratzt wird. Im Anschluss lassen sich die GSL mit einem definierten
Gemisch aus Chloroform/Methanol/Wasser (30/60/8, v/v/v) aus dem Kieselgel extrahieren
und konnen mittels nanoESI Q-TOF-MS (nanoelectrospray quadrupole-TOF-MS) sowie UV-
MALDI-TOF-MS strukturell charakterisiert werden. Der Extraktionsschritt ist jedoch meist
mit Materialverlust verbunden. Somit fallen geringe Probenmengen, die sich noch schwach
mit Hilfe des Overlay-Assays auf der DC-Platte nachweisen lassen, unter die
Detektionsgrenze der nanoESI Q-TOF-MS sowie der UV-MALDI-TOF-MS. Deshalb galt es,
ein sensitiveres Verfahren zu entwickeln. Hierfiir wurde die von Dreisewerd et al. [2005]
beschriebene Methode, die auf der direkten Kopplung von Diinnschichtchromatographie (DC)
und IR-MALDI-0-TOF-MS beruht, weiterentwickelt.

3.1 DC-IR-MALDI-o-TOF-MS

Das seiner Zeit von Dreisewerd et al. [2005] entwickelte Verfahren zur
massenspektrometrischen Strukturanalyse von GSL direkt auf der DC-Platte beruhte auf dem
MS-Nachweis und der Identifizierung von ungefirbten und mit Primulin detektierten GSL,
deren Strukturen bekannt waren. In der vorliegenden Arbeit bestand das erste Ziel darin, die
DC-Immundetektion mit der IR-MALDI-o-TOF-MS zu kombinieren. Eine schematische
Darstellung der Vorgehensweise, immunpositive GSL mittels IR-MALDI-o-TOF-MS direkt
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auf der DC-Platte nachzuweisen, ist in Abbildung 3-1 gezeigt. Hierbei wird zunéchst nach
Durchfithrung des Overlay-Assays das Plexigum-Fixativ mit Chloroform entfernt. Die DC-
Platten werden so zugeschnitten, dass sie in die lonenquelle des Massenspektrometers passen.
Glyzerin wird als Fliissigmatrix auf die immungefirbten Banden gegeben. Die lonisierung des
Analyten in der Ionenquelle erfolgt mit Hilfe eines gepulsten IR-Lasers. Die Neuerung besteht
nun darin, dass eine Kopplung des DC-Overlay-Assays mit der IR-MALDI-o-TOF-MS
moglich ist und die Messung von immungefiarbten GSL ,,in situ durchgefiihrt werden kann.
Die Strukturanalyse erfolgt ohne Verlust von Probenmaterial direkt auf der DC-Platte unter
Umgehung zeitaufwendiger Extraktionsschritte. Durch die Kombination von DC-
Immundetektion und IR-MALDI-o-TOF-MS erhdlt man bei der Analyse von GSL sowohl
Informationen {iber die exakte Konfiguration des Oligosaccharid-Epitops als auch

Strukturdaten zur Identifikation der Spezies [DISTLER et al., 2008a].

Massenspektrum
Tm/ | I ‘ ‘ ‘ | I
‘ ? . Laser

Detektion IR-MALDI

Abbildung 3-1: Schematische Darstellung der DC-IR-MALDI-o-TOF-MS-Technik zur
Charakterisierung von immundetektierten GSL.
Nach Trennung der GSL-Mischung mittels DC erfolgt der spezifische Nachweis von GSL gemé3 einem ELISA-
ghnlichen Verfahren. Der Primérantikorper dient der spezifischen Detektion der Targetstruktur auf der DC-Platte.
Mit Hilfe eines Sekundirantikorpers, an welchen das Enzym Alkalische Phosphatase gekoppelt ist, ldsst sich der
GSL-Primérantikdrperkomplex nach Umsetzung des Substrates (BCIP) visualisieren. Nach der Durchfithrung
des Overlay-Assays wird das Fixativ, welches die MS-Analyse storen wiirde, mittels Chloroformextraktion
entfernt. Nach Auftragen der Fliissigmatrix (Glyzerin) wird die DC-Platte in das Massenspektrometer
eingebracht. Dort erfolgt zunichst die Desorption und Ionisierung der immundetektierten GSL direkt aus dem
Kieselgel mit Hilfe eines IR-Lasers sowie die anschlieBende Analyse der Molekiilionen im Massenanalysator.
Mit Hilfe dieses Kombinationsverfahrens erhdlt man durch die Kopplung von Antikorperdetektion und
Massenspektrometrie sowohl Informationen iiber die exakte Konfiguration des Oligosaccharid-Epitops als auch
Strukturdaten, mit welchen sich die Spezies identifizieren ldsst [DISTLER et al., 2008a].
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3.1.1 Nachweis von immundetektierten GSL

Zunichst wurden neutrale GSL aus humanen Granulozyten mittels DC aufgetrennt und mit
Orcinol, einem Reagenz, welches der Detektion von Zuckern dient, angefdrbt (siche
Abbildung 3-2A). Die Hauptkomponenten sind Lc2Cer (Banden 1 und 2) sowie die GSL der
Neolactoserie nLc4Cer (Banden 3 und 4), nLc6Cer (Banden 5 und 6) und nLc8Cer (Banden 7
und 8) (vergleiche Einleitung, Tabelle 1-8). Die beiden letzteren gehen aus der Verlingerung
von nLc4Cer um eine beziehungsweise zwei Galp4GlcNAc-Einheiten hervor. Da die GSL
von Sdugern iiblicherweise einen konstanten Sphingosinpart (d18:1) besitzen, an welchen
jedoch Fettsduren mit unterschiedlicher Kettenldnge substituiert sind, ergibt sich ein typisches
Doppelbandenmuster bei der Auftrennung mittels DC. Hierbei migrieren die Spezies mit den
kiirzeren Fettsdureketten in der unteren Bande, wahrend die langkettigen, weniger polaren
Spezies in der oberen Bande zu finden sind. GSL mit einer C24:0- beziehungsweise einer
C24:1-Fettsdure im  Ceramidpart werden nicht voneinander getrennt. Beide
chromatographieren in der oberen Bande. Der prozentuale Anteil der einzelnen Komponenten
aus dem Gesamtgemisch wurde densitometrisch bestimmt (vergleiche Material und
Methoden, Abschnitt 2.1.3). Somit lassen sich bei den folgenden Immundetektionen Aussagen

iiber die jeweils eingesetzten Mengen der Einzelkomponenten treffen.

Zur Etablierung der DC-IR-MALDI-0-TOF-MS von immundetektierten GSL wurden zwei
Overlay-Assays durchgefiihrt. Einer der beiden Assays wurde mit einem polyklonalen Huhn
IgY Antikorper (pAK) durchgefiihrt, wihrend fiir den anderen ein monoklonaler Maus IgM
Antikdrper (mAK) zur Detektion der Targetstruktur eingesetzt wurde (vergleiche Material und
Methoden, Tabelle 2-5). Wie in Abbildung 3-2A zu sehen ist, bindet der polyklonale
Antikorper bevorzugt nLc4Cer und nLc6Cer. Zudem zeigt er eine leichte Kreuzreaktivitit mit
dem GalB4Glc-Epitop von Lc2Cer. Der monoklonale Antikorper bindet neben nLc4Cer und
nLc6Cer auch sehr stark an nLc8Cer, zeigt aber keine Kreuzreaktivitit mit Lc2Cer. Die
immungefirbten Analytmolekiile wurden direkt auf der DC-Platte mittels IR-MALDI-o-TOF-
MS untersucht. Hierfiir wurden im Falle der Immundetektion mit dem polyklonalen
Antikorper die Banden 1 bis 8 und im Falle des Overlay-Assays mit dem monoklonalen
Antikorper die Banden 3-8 vermessen [DISTLER et al, 2008a]. Die Ergebnisse der
massenspektromterischen Analyse sind in Tabelle 3-1 zusammengefasst. In Abbildung 3-2B-F

sind exemplarisch die Messungen der pAK- und mAk- positiven Banden 4 und 6 dargestellt.
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Abbildung 3-2: (+) DC-IR-MALDI-0-TOF-Massenspektren von inmundetektierten neutralen GSL der
Neolactoserie.
Neutrale GSL aus humanen Granulozyten wurden mittels DC aufgetrennt. Die Immundetektion erfolgte mit
einem polyklonalen Huhn IgY (pAK) sowie einem monoklonalen Maus IgM Antikérper (mAK), die beide
spezifisch das Epitop Galp4GlcNAc erkennen. Das zur Durchfithrung der massenspektrometrischen Analyse auf
die DC-Platte aufgetragene Aliquot betrug 3 pg pro Bahn. Strukturen und Abkiirzungen der einzelnen GSL,
welche von 1-8 durchnummeriert wurden, sind in (A) dargestellt. Die prozentualen Anteile der einzelnen GSL-
Spezies des Gesamtgemisches wurden densitometrisch ermittelt (vergleiche Material und Methoden, Abschnitt
2.1.3). Detektierte Molekiilionen, m/z-Werte sowie Strukturen der GSL sind in Tabelle 3-1 aufgelistet. (A)
Orcinolfirbung (aufgetragenes Aliquot: 22,5 pg) und DC-Immundetektion (aufgetragenes Aliquot: 0,3 pg). (B)
Massenspektrum von pAK-detektiertem nLc4Cer (d18:1, C16:0) (255 ng). (C) Massenspektrum von mAK-
detektiertem nLc4Cer (d18:1, C16:0) (255 ng). (D) Massenspektrum von pAK-detektiertem nLc6Cer (d18:1,

C16:0) (45 ng). (E) Massenspektrum von mAK-detektiertem nLc6Cer (d18:1, C16:0) (45 ng) [DISTLER ef al.,
2008a].

Wie in Abbildung 3-2B-E exemplarisch fiir die pAK- und mAK-gefarbten Banden 4 und 6
von nLc4Cer beziehungsweise nLc6Cer gezeigt, war es moglich, mittels IR-MALDI-o-TOF-
MS immundetektierte neutrale GSL der Neolactoserie direkt auf der DC-Platte nachzuweisen.
Bei der Messung der pAK-positiven Bande 4 von nLc4Cer wurden ausschlielich einfach
geladene, kationisierte nLc4Cer (d18:1, C16:0)-Molekiile bei m/z 1249,72 [M + Na]" und m/z
1271,70 [M + 2Na— H]" detektiert (Abbildung 3-2B). Die massenspektrometrische Analyse
der mAK-gefirbten Bande 4 von nLc4Cer fiihrte zu demselben Ergebnis (Abbildung 3-2C).
Bei der Messung der pAK- und mAK- positiven Bande 3 von nLc4Cer wurden einfach
geladene, kationisierte Molekiilionen von nLc4Cer (d18:1, C24:1/C24:0) detektiert (siche
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Tabelle 3-1). Die Abbildungen 3-2D und 3-2E zeigen die IR-MALDI-o-TOF-Massenspektren
der nLc6Cer-Spezies in Bande 6 nach Detektion mit dem polyklonalen beziehungsweise
monoklonalen Antikorper. In beiden Féllen wurden einfach geladene, kationisierte nLc6Cer
(d18:1, C16:0)-Molekiile nachgewiesen. Wie Tabelle 3-1 zu entnehmen ist, konnten bei der
Messung der pAK- und mAK- gefirbten Bande 5 von nLc6Cer Molekiilionen von nLc6Cer
(d18:1, C24:1/C24:0) detektiert werden [DISTLER et al., 2008al].

Tabelle 3-1: Strukturen und m/z-Werte der Molekiilionen, die bei der Messung von immunpositiven
neutralen GSL der Neolactoserie mittels (+) DC-IR-MALDI-0-TOF-MS detektiert wurden.!

. m/z
Bande Struktur g’i(tjgl?iflli.(tfnen ’l?e/fec hnet detektiert
pAK/mAK
1 Lc2Cer (d18:1, C24:0) [M + Na]" 996,73 996,74/n.d.2
[M + 2Na— HJ* 1018,71 n.d.?/n.d.?
Lc2Cer (d18:1, C24:1) [M + Na]" 994,72 994,72/n.d.2
[M + 2Na— H]* 1016,70 n.d.’n.d.?
2 Lc2Cer (d18:1, C16:0) [M + Na]" 884,61 884,60/n.d.2
[M + 2Na— HJ* 906,59 906,58/n.d.2
3 nLc4Cer (d18:1, C24:0) [M + Na]" 1361,86 1361,83/1361,86
[M + 2Na - HJ" 1383,85 1383,80/1383,83
nLc4Cer (d18:1, C24:1) [M + Na]" 1359,85 1359,82/1359,84
[M + 2Na— HJ" 1381,83 1381,80/1381,83
4 nLc4Cer (d18:1, C16:0) [M + NaJ" 1249,74 1249,72/1249,72
[M + 2Na— H]" 1271,72 1271,70/1271,71
5 nLc6Cer (d18:1, C24:0) [M + NaJ" 1727,00 1726,98/1726,97
[M + 2Na — H]" 1748,98 1748,95/1748,95
nLc6Cer (d18:1, C24:1) [M + Na]" 1724,98 1724,96/1724,98
[M + 2Na— H]" 1746,96 1746,91/1746,99
6 nLc6Cer (d18:1, C16:0) [M + NaJ" 1614,87 1614,85/1614,86
[M + 2Na — H]" 1636,85 1636,83/1636,85
7 nLc8Cer (d18:1, C24:0) [M + NaJ" 2092,13 2092,10/2092,07
[M + 2Na— H]" 2114,11 n.d.%/2114,06
nLc8Cer (d18:1, C24:1) [M + NaJ" 2090,11 2090,09/2090,07
[M + 2Na— H]" 2112,10 n.d.%/2112,05
8 nLc8Cer (d18:1, C16:0) [M + NaJ" 1980,00 1979,99/1980,00
[M + 2Na— H]" 2001,99 2001,99/2002,00

vergleiche Abbildung 3-2.

2 nicht detektiert.
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Abbildung 3-3: Nachweisgrenzen der (+) DC-IR-MALDI-o-TOF-MS von pAK- und mAK-

immungefirbten nLc4Cer.

Eine Verdiinnungsreihe von neutralen GSL aus humanen Granulozyten (30 ng bis 7,5 ng) wurde auf eine DC-
Platte aufgetragen. Im Anschluss erfolgte die Trennung der GSL mittels DC. Die Immundetektion wurde mit
dem pAK sowie dem mAK, welche beide spezifisch das Galf4GlcNAc-Epitop der Neolacto-GSL binden,
durchgefiihrt. (A) Nachweisgrenze von pAK-gefirbten nLc4Cer (d18:1, C24:1/C24:0) (Bande 3) und nLc4Cer-
GSL (d18:1, C16:0) (Bande 4). (B) Nachweisgrenze von mAK-gefirbten nLc4Cer (d18:1, C24:1/C24:0)
(Bande 3) und nLc4Cer (d18:1, C16:0) (Bande 4) [DISTLER et al., 2008a].

Um die Nachweisgrenze der DC-IR-MALDI-o-TOF-MS zu ermitteln, wurde eine
Verdiinnungsreihe von neutralen GSL aus humanen Granulozyten (30 ng bis 7,5 ng) auf eine
DC-Platte aufgetragen. Nach der Trennung der GSL mittels DC wurden die nLc4Cer- und
die das
GalB4GIcNAc-Epitop ,,erkennen, immungefirbt und massenspektrometrisch analysiert. Fiir

nLc4Cer (d18:1, C24:1/C24:0) und nLc4Cer (d18:1, C16:0), die mit dem polyklonalen

nLc6Cer-Spezies mit dem polyklonalen sowie monoklonalen Antikorper,

Antikorper detektiert wurden, lag die Nachweisgrenze der Massenspektrometrie bei 1,9
beziehungsweise bei 0,6 ng (Abbildung 3-3A). Bei der Detektion der beiden nLc4Cer-Spezies
mit dem monoklonalen Antikérper lieBen sich noch 9,7 (nLc4Cer (d18:1, C24:1/C24:0))
beziehungsweise 6,4 ng (nLc4Cer (d18:1, C16:0)) massenspektrometrisch nachweisen. Das
Detektionslimit fiir pAK- und mAK- gefirbte nLc6Cer-Spezies lag ebenfalls im unteren

Nanogrammbereich und somit in derselben Gréenordnung (Daten nicht gezeigt).
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Es bleibt festzuhalten, dass mittels kombinierter DC-Immundetektion und IR-MALDI-o-TOF-
MS neutrale GSL bis in den niedrigen Nanogrammbereich nachweisbar sind. Des Weiteren ist
die Methode im Falle von neutralen GSL, welche mit dem polyklonalen Antikdrper detektiert
wurden, etwas sensitiver. Eine leicht erhohte Sensitvitdt besteht zudem bei der Analyse von
GSL mit kurzkettiger Fettsdure, unabhédngig davon, ob der Overlay-Assay mit dem
polyklonalen oder monoklonalen Antikérper durchgefiihrt wurde [DISTLER et al., 2008a].

Es wurde als nichstes untersucht, ob sich neben neutralen GSL auch immundetektierte
Ganglioside zur Analyse mittels DC-IR-MALDI-o-TOF-MS eignen. Hierfir wurde eine
Mischung von Gangliosiden aus humanen Granulozyten [MUTHING et al., 1993], die sich aus
GM3 sowie aus Isomeren von terminal o2-6- und 02-3-sialylierten nLc4Cer- und nLc6Cer-
Spezies zusammensetzt (vergleiche Einleitung, Tabelle 1-9), mittels DC aufgetrennt und mit
Orcinol angeférbt (siche Abbildung 3-4A). Auch in diesem Fall wurden die prozentualen
Anteile der einzelnen Komponenten aus dem Gesamtgemisch densitometrisch ermittelt, um
bei der Immundetektion Angaben zur eingesetzten Menge der jeweils untersuchten
Gangliosidspezies machen zu konnen (vergleiche Material und Methoden, Abschnitt 2.1.3).
Es wurde ein Overlay-Assay mit einem polyklonalen Huhn IgY Antikorper (AK2-6), welcher
spezifisch an das Epitop NeuSAco2-6Galp4GIlcNAc von CD75s-Gangliosiden bindet,
durchgefiihrt. Wie in Abbildung 3-4A zu sehen ist, werden bei der Immundetektion spezifisch
CD75s-Ganglioside erkannt, wohingegen die isomeren o2-3-sialylierten iso-CD75s-
Ganglioside von dem AK2-6-Antikdrper nicht gebunden werden. Die immundetektierten
CD75s-Ganglioside TV°Neu5Ac-nLc4Cer (CD75s-1; Banden 5 und 6) sowie VI°Neu5Ac-
nLc6Cer (CD75s-2; Banden 9 und 10) wurden massenspektrometrisch mit DC-IR-MALDI-o-
TOF-MS analysiert [DISTLER ef al., 2008a]. Die Ergebnisse der einzelnen Messungen sind in
Abbildung 3-4B-E dargestellt und in Tabelle 3-2 aufgelistet.
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Abbildung 34: (+) DC-IR-MALDI-o-TOF Massenspektren von immundetektierten CD75s-
Gangliosiden.
Humane Graunlozyten Ganglioside wurden mittels DC aufgetrennt. Die Immundetektion erfolgte mit einem
polyklonalen Huhn IgY (AK2-6), der spezifisch das Epitop Neu5Aco2-6Gal4GlcNAc von IVNeu5Ac-nLc4Cer
(CD75s-1-Ganglioside) und von VI’Neu5Ac-nLc6Cer (CD75s-2-Ganglioside) erkennt. Das zur Durchfithrung
der massenspektrometrischen Analyse auf die DC-Platte aufgetragene Aliquot betrug 7,5 pg. Strukturen und
Abkiirzungen der einzelnen Ganglioside, die von 1-10 durchnummeriert wurden, sind in (A) dargestellt. Die
prozentualen Anteile der einzelnen GSL-Spezies des Gesamtgemisches wurden densitometrisch ermittelt
(vergleiche Material und Methoden, Abschnitt 2.1.3). Detektierte Molekiilionen, m/z-Werte sowie Strukturen der
Ganglioside sind in Tabelle 3-2 aufgelistet. Bei allen Messungen konnte eine Abspaltung der terminalen
Sialinsdure beobachten werden. Die entsprechende Struktur wird in den Massenspektren als M; bezeichnet. (A)
Orcinolfirbung (aufgetragenes Aliquot: 7,5 pg) und DC-Immundetektion (aufgetragenes Aliquot: 1,2 pg). (B)
Massenspektrum von IV°Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1) (1,46 pg). (C) Massenspektrum von IV®Neu5Ac-
nLc4Cer (d18:1, C16:0) (0,85 pg). (D) Massenspektrum von VI°Neu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C24:1) (0,26 pg). (E)
Massenspektrum von VI®Neu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C16:0) (1,5 pg) [DISTLER et al., 2008a].

Bei der massenspektrometrischen Analyse der immunpositiven CD75s-Ganglioside direkt auf
der DC-Platte wurden ausschlieBlich einfach geladene, mit Natrium kationisierte
Molekiilionen detektiert. Hierbei lagern sich an die monosialylierten Ganglioside bevorzugt
zwei Natriumionen an ([M + 2Na—H]"). Protonierte Molekiile traten nicht auf. Bei allen
Messungen konnte eine Abspaltung der terminalen Sialinsdure beobachtet werden. Die

entsprechenden Strukturen sind in den Massenspektren mit M; gekennzeichnet (siche

Abbildung 3-4B-E).
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Wie aus Abbildung 3-4B ersichtlich, wurden bei der Messung von Bande 5 einfach geladene
Molekiilionen von IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1) bei m/z 1672,89 [M, + 2Na — H]" und
m/z 1650,91 [M; + Na]" detektiert. Bei m/z 1359,81 [M; + Na]" sind nLc4Cer (d18:1, C24:1)-
Tonen von desialylierten IV®NeuS5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1)-Molekiilen zu erkennen.
Molekiilionen von IVeNeu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0) bei m/z 1562,79 [M, + 2Na — H]" und
m/z 1540,81 [M,+ Na]" konnten bei der massenspektrometrischen Analyse von Bande 6
nachgewiesen werden (Abbildung 3-4C). Auch hier wurde eine Abspaltung der terminalen
Sialinsdure beobachtet. Das entsprechende nLc4Cer (d18:1, C16:0)-Molekiilion ist bei m/z
1249,72 [M; +Na]" zu erkennen. Bei der Messung der VI°Neu5Ac-nLc6Cer-Spezies
(Abbildungen 3-4D und 3-4E) konnten in Bande 9 Molekiilionen von VI®Neu5Ac-nLc6Cer
(d18:1, C24:1) und in Bande 10 Molekiilionen von VI*Neu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C16:0)
nachgewiesen werden. In beiden Fillen dominierten die lonen, welche durch zweifache
Natriumanlagerungen erzeugt wurden. Zudem war eine Abspaltung der terminalen Sialinsdure
von VI°Neu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C24:1) und VI°Neu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C16:0) zu
beobachten [DISTLER et al., 2008al].

Analog zu dem Overlay-Assay mit dem Antikorper AK2-6 wurde auch eine DC-
Immunfirbung mit einem polyklonalen Huhn IgY Antikorper (AK2-3), welcher spezifisch das
Epitop NeuS5Aco2-3GalB4GIlcNAc von iso-CD75s-Gangliosiden erkennt, durchgefiihrt. Bei
der Immundetektion konnten die iso-CD75s-Ganglioside IV*Neu5Ac-nLc4Cer (iso-CD75s-1;
Banden 3 und 4, vergleiche Orcinfirbung Abbildung 3-4A) sowie VI'Neu5Ac-nLc6Cer (iso-
CD75s-2; Banden 7 und 8, vergleiche Orcinfirbung Abbildung 3-4A) nachgewiesen werden.
Die o2-6-sialylierten Isomere wurden nicht gebunden. Die immungefirbten iso-CD75s-
Ganglioside wurden wiederum mittels DC-IR-MALDI-o-TOF-MS gemessen [DISTLER ef al.,
2008a]. Der Overlay-Assay und die Massenspektren sind nicht gezeigt. Die Ergebnisse der
massenspektrometrischen Analyse sind in Tabelle 3-2 zusammengestellt. Hierbei ist
anzumerken, dass im Gegensatz zu den mit dem AK2-6-Antikorper detektierten o2-6
sialyierten Gangliosiden, welche alle eine einfach ungeséttigte C24-Fettsdure im Ceramidpart
aufwiesen, bei der Analyse der immungefirbten ©2-3 sialyierten Ganglioside neben
IV*Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1) auch die Spezies mit der ungesittigten C24:0-Fettsiure

nachgewiesen wurde [DISTLER et al., 2008a].



3 ERGEBNISSE 75

Tabelle 3-2: Strukturen und m/z-Werte der Molekiilionen, die bei der Messung von immunpositiven,
humanen Granulozyten Gangliosiden mittels (+) DC-IR-MALDI-o-TOF-MS detektiert wurden.!

. - m/z

Bande Struktur detektierte Molekiilionen berechnet/detektiert
1 GM3 (d18:1, C24:0) [M + Na]” 1287,83/1287,82
[M + 2Na — HJ* 1309,81/1309,81
GM3 (d18:1, C24:1) [M + Na]” 1285,81/1285,80
[M + 2Na — HJ* 1307,79/1307,80
2 GM3 (d18:1, C16:0) [M + Na]” 1175,70/1175,71
[M + 2Na — HJ* 1197,68/1197,68
3 IV>Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:0) [M+ NaJ" 1652,96/1652,95
[M+ 2Na—HJ" 1674,94/1674,93
IV>Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1) [M+ NaJ" 1650,94/1650,94
[M+ 2Na—HJ" 1672,93/1672,92
4 IV’Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0) [M+ NaJ" 1540,84/1540,82
[M+ 2Na—HJ" 1562,82/1562,80
5 IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1) [M+ NaJ" 1650,94/1650,91
[M+ 2Na—HJ" 1672,93/1672,89
6 IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0) [M+ NaJ" 1540,84/1540,81
[M+ 2Na—HJ" 1562,82/1562,79
7 VENeu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C24:0) [M+ NaJ" 2018,09/2018,07
[M+ 2Na—HJ" 2040,07/2040,04
VENeu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C24:1) [M+ NaJ" 2016,08/2016,07
[M+ 2Na—HJ" 2038,06/2038,03
8 VENeu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C16:0) [M+ NaJ" 1905,97/1905,95
[M+ 2Na—HJ" 1927,95/1927,94
9 VI°Neu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C24:1) [M+ NaJ" 2016,08/2016,07
[M+ 2Na—HJ" 2038,06/2038,04
10 VI°Neu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C16:0) [M+ Na]" 1905,97/1905,92
[M + 2Na — HJ* 1927,95/1927,91

' vergleiche Abbildung 3-4.

Analog zu der Vorgehensweise bei den neutralen GSL, wurde auch fiir die
massenspektrometrische Analyse von immundetektieren Gangliosiden mit DC-IR-MALDI-o-
TOF-MS die Nachweisgrenze ermittelt. Die Detektionsgrenze lag fiir IV*Neu5Ac-nLc4Cer
(d18:1, C24:1) bei 59ng und fir IV°Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0) bei 3,4ng
(Abbildung 3-5). Die isomeren Strukturen IV’Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1/C24:0) und
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0) lieBen sich noch bis 6,0 und 1,2 ng mittels DC-IR-
MALDI-o-TOF-MS nachweisen [DISTLER ef al., 2008a].
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Abbildung 3-5: Nachweisgrenzen der (+) DC-IR-MALDI-0-TOF-MS von immungefirbten CD75s-1-
Gangliosiden.

0,03 ug einer Gangliosidmischung aus humanen Granulozyten wurde mittels DC aufgetrennt. Die
Immundetektion erfolgte mit einem polyklonalen Huhn IgY Antikérper (AK2-6), welcher spezifisch das Epitop
Neu5Aco2-6Galp4GIcNAc erkennt. (A) Nachweisgrenze von IV°NeuSAc-nLc4Cer (d18:1, C24:1) (Bande 5).
(B) Nachweisgrenze von IV°Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0) (Bande 6) [DISTLER ef al., 2008a].

3.1.2 Nachweis von Toxin- und Lektin-bindenden GSL

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sich GSL nach Immundetektion mit polyklonalen und
monoklonalen Antikdrpern direkt auf der DC-Platte mittels DC-IR-MALDI-o-TOF-MS
strukturell charakterisieren lassen, wurde gepriift, ob dies auch der Fall ist, wenn zur GSL-
Detektion Toxine und Lektine verwendet werden. Hierfiir wurden Referenzmischungen von
neutralen GSL sowie Gangliosiden mittels DC getrennt. Als Vertreter der Gruppe von Toxinen
aus pathogenen Bakterien wurden die Choleratoxin B Untereinheit (CTB) von Vibrio cholerae
sowie das Shiga Toxin 1 (Stx1) von enterohdmorrhagischen Escherichia coli zur Detektion
der GSL-Targets eingesetzt. Das hochtoxische Ricinus communis Lektin (RCL) diente als
repriasentativer Vertreter fiir Ribosomen-inaktivierende Proteine aus Pflanzen [DISTLER ef al.,

2008a].

Zunichst wurde ein Overlay-Assay mit CTB, welches das GM1-Gangliosid der Ganglioserie
bindet, durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine Gangliosidmischung aus Humanhirn mittels DC
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aufgetrennt (Strukturen von GM1, GD1a, GD1b und GT1b vergleiche Einleitung, Tabelle 1-9)
und GM1 mit Hilfe von CTB/anti-CTB-AK-Immunfirbung detektiert. Das immunpositive
GM1 wurde direkt auf der DC-Platte mittels IR-MALDI-0-TOF-MS gemessen.

i GM1 M, + 2Na - H]' B3 gy B E.Ecer Gal
1590,83 o3 ® ci
O GalNAc
[M, + 2Na - H]" O Neu5Ac
) 1618,87
= (M, + Na]" (M, + Na]’
@ 1596,88
c 1568,85 5 - —
% GM1- W CTB
GD1a~- i
GD1b- - *e%e’
GT1b= e
1} Start-
1580 1600 1620 s Orcinol CTB

Abbildung 3-6: (+) DC-IR-MALDI-o-TOF-Massenspektrum von GM1-Gangliosiden.

Humane Hirnganglioside wurden mittels DC aufgetrennt und mit Orcinol sowie DC-Overlay-Assay angeférbt.
Die zur Durchfiithrung der Orcinol- und Immunférbung auf die DC-Platte aufgetragenen Aliquots an humanen
Hirngangliosiden betrugen 20 ug beziehungsweise 2 ug. Die Messung erfolgte nach Immundetektion der GM1 -
Ganglioside mit CTB/anti-CTB-AK direkt auf der DC-Platte. Es wurden Molekiilionen von GM1 (d18:1, C18:0)
(IM; + Na]"/[M; +2Na—H]") und GMI1 (d18:1, C20:0) ([M,+ Na]/[M,+2Na—H]) nachgewiesen.
Detektierte Molekiilionen, m/z-Werte sowie Strukturen der GM1-Ganglioside sind in Tabelle 3-3 aufgelistet
[DISTLER et al., 2008a].

Das Ergebnis der Messung von CTB-positiven GM1-Gangliosiden mit IR-MALDI-o-TOF-
MS ist in Abbildung 3-6 dargestellt. Die zugehdrigen MS-Daten finden sich in Tabelle 3-3.
Bei m/z 1568,85 [M; + Na]" und m/ 1590,83 [M; + 2Na — H]" wurden Molekiilionen von
GM1 (d18:1, C18:0) nachgewiesen. Neben den Molekiilionen der GM1-Spezies mit einer
C18:0-Fettsdure konnten auch Molekiilionen von GM1 (d18:1, C20:0) bei m/z 1596,88
[M, + Na]" und m/z 1618,87 [M, + 2Na — H]" detektiert werden. Ahnlich wie bei den CD75s-
Gangliosiden dominierten auch in diesem Fall die Molekiilionen, die durch zweifache

Natriumanlagerungen erzeugt wurden [DISTLER et al., 2008al].

Fiir die DC des Stx1 bindenden Gb3Cer/CD77 wurde eine Mischung von neutralen GSL aus
humanen Erythrozyten eingesetzt (Strukturen von Gb3Cer/CD77 und Gb4Cer vergleiche
Einleitung, Tabelle 1-8). Nach der Immundetektion von Gb3Cer/CD77 mit Stx1/anti-Stx1-AK
erfolgte die massenspektrometrische Analyse der immungefirbten Banden direkt auf der DC-

Platte.
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Abbildung 3-7: (+) DC-IR-MALDI-o-TOF-Massenspektren von Gb3Cer/CD77-GSL.
Neutrale GSL aus humanen Erythrozyten wurden mittels DC aufgetrennt und mit Orcinol sowie DC-Overlay-
Assay gefirbt. Die zur Durchfithrung der Orcinol- und Immunférbung auf die DC-Platte aufgetragenen Aliquots
an humanen Erythrozyten-GSL betrugen jeweils 10 pg. Die Messung erfolgte nach Immundetektion der
Gb3Cer/CD77 mit Stx1/anti-Stx1-AK direkt auf der DC-Platte. Detektierte Molekiilionen, m/z-Werte sowie
Strukturen der GSL sind in Tabelle 3-3 aufgelistet. (A) Massenspektrum von Gb3Cer (d18:1, C22:0)

(M, + Na]") und Gb3Cer (d18:1, C24:1/C24:0) ([M, + Na]"). (B) Massenspektrum von Gb3Cer (d18:1, C16:0)
[DISTLER et al., 2008a].

Wie in Abbildung 3-7A gezeigt und der Tabelle 3-3 zu entnehmen ist, konnten bei der
Messung der oberen Stxl-positiven Bande Gb3Cer/CD77-Molekiilionen mit C22:0-
(IM; + Na]") sowie C24:1/C24:0-Fettsduren ([M, + Na]") im Ceramidpart detektiert werden.
Bei der Analyse der unteren Stx1-positiven Bande mittels DC-IR-MALDI-o-TOF-MS wurde
die Gb3Cer (d18:1, C16:0)-Spezies nachgewiesen (Abbildung 3-7B) [ DISTLER ef al., 2008a].

RCL bindet mit hoher Affinitit an den GalB3GalNAc-Terminus von neutralen GSL der
Ganglioserie. Zur Durchfiithrung der DC-IR-MALDI-o-TOF-MS von RCL-bindenden GSL
wurde zunidchst eine Mischung von neutralen GSL, welche als Hauptkomponente
Gangliotetraosylceramid (Gg4Cer) enthilt, mittels DC aufgetrennt (Strukturen von Lc2Cer,
Gg3Cer und Ggd4Cer vergleiche Einleitung, Tabelle 1-8). Im Anschluss erfolgten die
Immundetektion mit RCL/anti-RCL-AK und die massenspektrometrische Analyse.
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Abbildung 3-8: (+) DC-IR-MALDI-o-TOF-Massenspektren von Gg4Cer.
Eine Mischung aus neutralen GSL wurde mittels DC aufgetrennt und mit Orcinol sowie DC-Overlay-Assay
gefirbt. Die zur Durchfithrung der Orcinol- und Immunfirbung auf die DC-Platte aufgetragenen Aliquots an
neutralen GSL betrugen jeweils 16 pg. Die Messung erfolgte nach Immundetektion von Gg4Cer mit RCL/anti-
RCL-AK direkt auf der DC-Platte. Detektierte Molekiilionen, m/z-Werte sowie Strukturen der GSL sind in
Tabelle 3-3 aufgelistet. (A) Massenspektrum von Gg4Cer (d18:1, C22:0) ([M; + Na]"), Gg4Cer (d18:1, C23:0)

([M; + Na]") und GgdCer (d18:1, C24:1/C24:0) ([M; + Na]"). (B) Massenspektrum von Gg4Cer (d18:1, C16:0)
[DISTLER et al., 2008a].

Abbildung 3-8 zeigt das Ergebnis der DC-IR-MALDI-o-TOF-MS-Messung von RCL-
positiven Banden direkt auf der DC-Platte. In Tabelle 3-3 sind die Messdaten aufgelistet. In
der oberen immungefirbten Bande wurden einfach geladene, mit Natrium kationisierte
Molekiilionen von Gg4Cer-Varianten mit C22:0-, C23:0- oder C24:1/C24:0-Fettsdure im
Lipidpart bei m/z 1333,80 [M; + Na]", m/z 1347,82 [M; + Na]" sowie m/z 1359,81/1361,83
[M; + Na]" detektiert (Abbildung 3-8A). In der unteren Bande konnte die Gg4Cer-Spezies mit
C16:0-Fettsdure nachgewiesen werden (Abbildung 3-8B) [DISTLER et al., 2008al].
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Tabelle 3-3: Strukturen und m/z-Werte der Molekiilionen, die bei der Messung von Toxin- und Lektin-
detektierten GSL mittels (+)-DC-IR-MALDI-0-TOF-MS nachgewiesen wurden.!

. . . - m/z
Toxin/Lektin  Struktur detektierte Molekiilionen berechnet/detektiert
CTB H3Neu5Ac-Gg4Cer (d18:1, C20:0) [M + Na]” 1596,90/1596,88

II3Neu5Ac-Gg4Cer (d18:1, C20:0) [M + 2Na — HJ* 1618,88/1618,87
II3Neu5Ac-Gg4Cer (d18:1, C18:0) [M + Na]” 1568,87/1568,85
II3Neu5Ac-Gg4Cer (d18:1, C18:0) [M + 2Na — HJ* 1590,85/1590,83
Stx1 Gb3Cer (d18:1, C24:0) [M + Na]” 1158,79/1158,81
Gb3Cer (d18:1, C24:1) [M+ NaJ" 1156,77/1156,79
Gb3Cer (d18:1, C22:0) [M+ NaJ" 1130,75/1130,77
Gb3Cer (d18:1, C16:0) [M+ NaJ" 1046,66/1046,68
RCL GgdCer (d18:1, C24:0) [M+ NaJ" 1361,86/1361,83
GgdCer (d18:1, C24:1) [M+ NaJ" 1359,85/1359,81
GgdCer (d18:1, C23:0) [M+ NaJ" 1347,85/1347,82
GgdCer (d18:1, C22:0) [M+ NaJ" 1333,83/1333,80
GgdCer (d18:1, C16:0) [M+ NaJ" 1249,74/1249,72

vergleiche Abbildungen 3-6, 3-7 und 3-8.

3.1.3 Nachweis von tumorassoziierten GSL aus Geweberohextrakten

Fir die strukturelle Charakterisierung von tumorassoziierten GSL aus humanen
Gewebeproben wurde eine moglichst sensitive, massenspektrometrische Methode bendotigt.
Der Grund dafiir bestand darin, dass lediglich sehr geringe Mengen an Gewebematerial,
welche in einem Bereich von 8,5 -197,5 mg (Pankreas) beziehungsweise 11,17-161,92 mg
(Kolon) Gewebefeuchtgewicht lagen, zur Durchfiihrung der GSL-Expressionsanalysen
verfligbar waren. Somit galt es zu testen, ob sich die DC-IR-MALDI-0-TOF-MS auch fiir die
Analyse von GSL aus Geweberohextrakten eignet. Um dies zu iiberpriifen, wurden GSL mit
organischen  Losungsmitteln aus Leberkarzinom- und benachbarten, gesunden
Vergleichsgeweben extrahiert. Im Anschluss wurden koextrahierte Phospholipide und
Triacylglyceride mittels Alkalibehandlung verseift und eine Dialyse zur Entfernung der Salze
durchgefiihrt. Auf weitere arbeitsintensive Aufreinigungsschritte, welche meist mit einem

Verlust an Probenmaterial einhergehen, wurde verzichtet.

Zur Durchfiihrung der DC-IR-MALDI-o-TOF-MS wurden die GSL-Rohextrakte aus
Leberkarzinom- und gesundem Kontrollgewebe zweier Lebertumorpatienten eingesetzt. Nach
Auftrennung der GSL-Extrakte mittels DC erfolgte die Immundetektion mit dem Antikrper
AK2-6 gegen CD75s-Ganglioside (Patient 1) sowie dem Antikdrper AK2-3 gegen iso-CD75s-
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Ganglioside (Patient 2). Verglichen mit dem gesunden Gewebe (N) war sowohl eine deutlich
erhohte CD75s-1- als auch iso-CD75s-1-Gangliosidexpression in den jeweiligen
Tumorgeweben (T) zu beobachten (Abbildung 3-9) [DISTLER ef al., 2008a].

A IV°nLc4Cer (CD75s) B IV°nLc4Cer (CD75s)
0L Egt Pgllcer [M, +2Na - H]' . 9L Pt Felloer  [M+2Na-HI'
1672,92/1674,93 1362,84
— | M, +2Na-H]" -
% 1646,89 ':'%' —
B = N T
2 2
I3 g
[ W c
1640 1660 1680 1540 1560
m'z miz
C  V'nLc4Cer (iso-CD75s) D IV’nLc4Cer (iso-CD75s)
03 - (g3 [ Bl [M, +2Na - H" 03 PhpmbB3 - e Bl . e
O= —— —@<Cer 1672,89 o=~ ~@—Cer ['\"1526';378”1
o [M, +Nal' - g —
o 18500 N T T N T
g ) 2
g | M, +2Na-H] [M, +2Na - H]" o [M + Na]’
E 1646, a? 1660,88 ~ = 1540,81 |
ML}”\M\W .
1640 1660 1680 1540 1560
m/z m/z

Abbildung 3-9: (+) DC-IR-MALDI-0-TOF-Massenspektren von immundetektierten CD75s-1- und iso-
CD75s-1-Gangliosiden aus humanen Leberkarzinomgeweben.
Die Messung erfolgte nach Immundetektion der CD75s- beziehungsweise der iso-CD75s-Ganglioside mit den
polyklonalen Huhn IgY Antikorpern AK2-6 und AK2-3 direkt auf der DC-Platte. Das zur Durchfiihrung der
massenspektrometrischen Analyse auf die DC-Platte aufgetragene Aliquot an GSL-Rohextrakt entsprach 2 mg
Gewebefeuchtgewicht (CD75s-1-Ganglioside) beziehungsweise 3 mg Gewebefeuchtgewicht (iso-CD75s-1-
Ganglioside). Detektierte Molekiilionen, m/z-Werte sowie Strukturen der Ganglioside sind in Tabelle 3-4
aufgelistet. (A) Massenspektrum von IV°Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1/C24:0) ([M,+2Na—H]") und
IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C22:0) ([M, + 2Na— H]"). (B) Massenspektrum von IV*Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1,
C16:0). (C) Massenspektrum von IVNeu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1) ([M,+Na]*, [M,+2Na—H]"),
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C22:0) ([M; + 2Na— H]") und IV°*Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C23:0) ([M; + 2Na —
H]"). (D) Massenspektrum von IV*Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0) [DISTLER et al., 2008a].
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Tabelle 3-4: Strukturen und m/z-Werte der Molekiilionen, welche mittels (+) DC-IR-MALDI-0-TOF-
MS von AK2-6- sowie AK2-3-positiven Gangliosiden in Extrakten aus Leberkarzinomgeweben detektiert
wurden.'

IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0)

Patient Struktur g’:(t)el::(l?iflli.(t)enen :)’Z/fechnet/detektiert
1 CD75s-1-Ganglioside
IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:0) [M + 2Na — HJ* 1674,94/1674,93
IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1) [M + 2Na — HJ* 1672,93/1672,92
IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C22:0) [M + 2Na - HJ* 1646,91/1646,89
IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0) [M + 2Na — HJ* 1562,82/1562,84
2 iso-CD75s-1-Ganglioside
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1) [M+ NaJ" 1650,94/1650,90
[M + 2Na — HJ* 1672,93/1672,89
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C23:0) [M + 2Na — HJ* 1660,93/1660,88
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C22:0) [M + 2Na - HJ* 1646,91/1646,87
[
[

M + NaJ*
M + 2Na — H]*

1540,84/1540,81
1562,82/1562,78

vergleiche Abbildung 3-9.

Es konnte gezeigt werden, dass die GSL-Analyse direkt auf DC-Platten mittels IR-MALDI-o-
TOF-MS nach DC und Immundetektion von GSL aus Lipidrohextrakten moglich ist. Patient 1
wies eine deutlich erhohte CD75s-1-Gangliosidexpression im Tumorgewebe auf
(Abbildungen 3-9A und 3-9B). Bei der Analyse der oberen CD75s-1-positiven Bande konnten
Molekiilionen von IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1/C24:0) ([M;+2Na—HJ") und
IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C22:0) ([M; + 2Na — H]") detektiert werden (Abbildung 3-9A).
In der unteren immungefirbten Bande waren ausschlieBlich IV°Neu5SAc-nLc4Cer-Ionen

(d18:1, C16:0) ([M + 2Na — H]") nachweisbar (Abbildung 3-9B) [DISTLER ef al., 2008a].

Das maligne Gewebe von Patient 2 zeigte im Vergleich zum gesunden Lebergewebe eine
starke Uberexpression an iso-CD75s-1-Gangliosiden (Abbildungen 3-9C und 3-9D). Mittels
DC-IR-MALDI-o-TOF-MS konnten in der oberen iso-CD75s-1-positiven Bande
Molekiilionen von IV*Neu5Ac-nLc4Cer-Gangliosiden mit unterschiedlichen Fettsiuren im
Ceramidpart bei m/z 1646,87 (d18:1, C22:0) ([M; +2Na— H]"), m/z 1650,90/1672,89 (d18:1,
C24:1) ([My +Na]'/[M; +2Na — H]") sowie m/z 1660,88 (d18:1, C23:0) ([M; +2Na—H]"
detektiert werden (Abbildung 3-9C). Bei der massenspektrometrischen Analyse der unteren
immunpositiven Bande wurden IV*Neu5Ac-nLc4Cer-Ionen (d18:1, C16:0) nachgewiesen,

wie in Abbildung 3-9D zu sehen ist [DISTLER et al., 2008a].
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es sich bei der DC-IR-MALDI-0-TOF-MS um eine
sehr sensitive Technik handelt, mit welcher sich auch noch geringe Mengen an GSL in
Geweberohextrakten nachweisen lassen. Da die GSL-Analyse von immungefiarbten Banden
direkt auf der DC-Platte stattfindet, spart der Anwender Zeit sowie aufwendige
Aufreinigungsschritte, die immer mit einem Materialverlust verbunden sind. Nachdem also
gezeigt werden konnte, dass sich die Technik fiir die Analyse von GSL aus
Geweberohextrakten eignet, wurde mit einer umfassenden GSL-Expressionsanalyse von

tumorassoziierten GSL aus malignen Geweben des Gastrointestinaltraktes begonnen.
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3.2 TUMORASSOZIIERTE GSL IN PANKREAS- UND
KOLONTUMOREN

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der CD75s-, iso-CD75s- und
Gb3Cer/CD77-Expressionsanalysen, die mit Lipidrohextrakten aus Pankreas- und
Kolonkarzinomgeweben sowie den jeweiligen gesunden Vergleichsgeweben durchgefiihrt

wurden, dargestellt.

Zur Durchfiihrung der GSL-Expressionsanalysen wurde die Zielstruktur zunéchst mittels DC
von den co-extrahierten Lipiden getrennt und im Anschluss auf der DC-Platte mittels
Immundetektion nachgewiesen. Zur Auswertung wurden die immunpositiven Banden
densitomentrisch quantifiziert. Durch Subtraktion der Extinktionswerte des gesunden
Gewebes von den entsprechenden Werten des Tumorgewebes wurde fiir jede Patientenprobe
ein differentieller GSL-Expressionswert ermittelt. Diesen Werten wurden nach folgendem
Prinzip Rénge zugeordnet: Rang 1 wurde an den Patienten mit der hochsten, Rang 2 an den
Patienten mit der zweithochsten, usw., und der letzte Rang an den Patienten mit der
niedrigsten Expression der jeweils untersuchten GSL-Struktur vergeben. Des Weiteren

erfolgte eine Unterteilung der Tumoren in folgende vier Expressionsgruppen:
Gruppe I: stark erhohte GSL-Expression im Tumorgewebe

Gruppe II: schwach erhohte GSL-Expression im Tumorgewebe

Gruppe III: gleiche GSL-Expression im Tumor- und im Normalgewebe

Gruppe IV: h6here GSL-Expression im Normalgewebe

Die Untersuchung der CD75s- sowie iso-CD75s-Expression in Pankreaskarzinomgeweben
mittels DC-Overlay-Assay erfolgte mit den polyklonalen Huhn IgY Antikérpern AK2-6 und
AK2-3 (vergleiche Ergebnisse, Abschnitt 3.1.1). Die DC-Immundetektion zur Analyse der
Gb3Cer/CD77-Expression in Pankreas- sowie Kolonkarzinomgeweben wurde mit einem
polyklonalen Huhn anti-Gb3Cer/CD77-AK durchgefiihrt. Zudem erfolgte eine Analyse der
Gewebeproben mittels Stx1/anti-Stx1-AK DC-Overlay-Assay.

Die Expression der verschiedenen GSL-Strukturen wurde auch mit Hilfe der

Immunfluoreszenzmikroskopie in Kryoschnitten von Normal- und Tumorgewebeproben
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untersucht. Hierbei galt es vor allen Dingen, die Verteilung der verschiedenen GSL im
Gewebe zu analysieren. Da bekannt ist, dass CD75s- und iso-CD75s-Ganglioside auch auf
Leukozyten und Granulozyten sowie tumorinfiltriecrenden Makrophagen exprimert werden
[MACHER et al., 1982; KIGUCHI et al., 1990; MUTHING et al., 1993; ECSEDY et al., 1998;
YOHE et al., 2001], wurde tiberpriift, ob die Ergebnisse, welche mittels DC-Overlay-Assay
erzielt wurden, tatséchlich auf eine erhohte Expression der Targetstruktur im Tumorgewebe
zurlickzufiihren sind. Die immunfluoreszenzmikroskopische Kontrolle diente dazu,
Fehlinterpretationen aufgrund einer erhohten Pridsenz von Granulozyten und/oder
Makrophagen im Gewebe zu vermeiden. Hierfir wurden fiir die Farbungen der Kryoschnitte
neben den Antikérpern AK2-6 und AK2-3 zusitzlich die monoklonalen Maus IgGl
Antikorper gegen den  Granulozyten-/Makrophagenmarker CDI14 sowie den
Leukozytenmarker CD45 eingesetzt. Auch beim Nachweis von Gb3Cer/CD77 in Pankreas-
und  Kolonkarzinomgewebeproben  mittels  Immunfluoreszenzmikroskopie =~ wurden
Doppelfarbungen durchgefiihrt. Neben dem polyklonalen Huhn anti-Gb3Cer/CD77-AK
wurde ein monoklonaler Maus IgGl Antikérper gegen CD31, einem Marker fur
Endothelzellen, von denen man weil}, dass sie Gb3Cer/CD77 exprimieren [SCHWEPPE ef al.,

2008], zur immunohistochemischen Analyse eingesetzt.

Zur Bestitigung der immundetektierten Strukuren sowie zur strukturellen Charakterisierung
der einzelnen Spezies wurde anschlieBend wieder die bereits in Abschnitt 3.1 beschriebene

(+) DC-IR-MALDI-0-TOF-MS-Technik eingesetzt.
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3.2.1 CD75s-Expressionsanalyse in humanen Pankreaskarzinomen

DC-Immundetektion

Insgesamt wurden 38 Pankreaskarzinome (Patientenproben 1-38) auf die Expression von
CD75s-Gangliosiden untersucht [DISTLER ef al., 2008b]. Die Ergebnisse der CD75s-
Gangliosidexpressionsanalyse der Tumoren, ihre Rangzuordnung von 1 bis 38 sowie ihre
Einteilung in Expressionsgruppen wird in Tabelle 3-5 gezeigt. In Abbildung 3-10 ist

exemplarisch fiir jede der vier Expressionsgruppen eine DC-Immunférbung dargestellt.

Patient 22 | Patient 28 | Patient 3 | Patient 4
O AK26 V rv N T

N T N T N T
IVenLc4Cer= R
IVenLcACer— S - = 3 CD75s-1
VInLcB =
VinLeacer = = == 3 CD75s-2
Start —

ot om ||

Abbildung 3-10: DC-Immundetektion von CD75s-Gangliosiden in Lipidextrakten aus humanen
Pankreaskarzinomgeweben (T) und gesunden, normalen Vergleichsgeweben (N).
Je ein Aliquot der Lipidextrakte aus Tumor- und gesundem Vergleichsgewebe (entsprechend 2 mg
Feuchtgewicht) wurden auf eine DC-Platte aufgetragen und das Chromatogramm in Laufmittel 2
entwickelt. Mit dem polyklonalen Huhn Antikérper AK2-6 wurden die Strukturen IVNeu5Ac-nLc4Cer
(CD75s-1) und VI°Neu5Ac-nLc6Cer (CD75s-2) nachgewiesen. Die Firbung erfolgte mit BCIP.
Exemplarisch fiir die vier Expressionsgruppen sind die DC-Immunfiarbungen der Lipidextrakte von
Patient 22 (Expressionsgruppe I), Patient 28 (Expressionsgruppe II), Patient 3 (Expressionsgruppe III)
sowie Patient 4 (Expressionsgruppe IV) gezeigt (siehe Tabelle 3-5). Als Referenz dienten humane
Granulozyten-Ganglioside (HGG). Es wurden 1,5 ng HGG zur Durchfiihrung der Antikérper-vermittelten
DC-Immundetektion eingesetzt (AK2-6). Jeweils 10 pg HGG wurden zur Durchfithrung der
Orcinolfirbung (O) sowie der DC-Immundetektion mit Viscumin (V) und rViscumin (rV) auf die DC-
Platte aufgetragen [DISTLER ef al., 2008b].
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Tabelle 3-5: CD75s-Gangliosidexpression in Pankreaskarzinomen.

Anteil

Expressionsgruppe [%] Rang Patient G!

1 22 2

2 8 3

| 10,5 3 5 4

4 24 3
S s 2 2

6 25 2

7 33 2

8 18 3

9 23 2

10 5 3

I 31,6 1 19 3

12 12 3

13 26 X

14 37 3

15 1 3

16 16 2
I A 3 3

18 6 3

19 35 2

20 3 2

21 36 3

22 15 2

23 20 2

24 21 3

25 14 3

29 27 2

11 553 29 30 23

29 32 2

29 38 2

29 7 2

29 10 3

29 11 2

33 31 2

34 9 2

35 34 2

36 29 2

37 17 2
v 26 3% a4 2

1

Histopathologisches Grading, vergleiche Tabelle 1-3. Von den pathologischen Daten ist das Grading fiir nachfolgende
Auswertungen von Relevanz und wird somit in der vorliegenden Tabelle aufgefiihrt.



88 3 ERGEBNISSE

Von den untersuchten Karzinomen (vergleicheTabelle 3-5) zeigten:
e 4 Tumoren eine starke Uberexpression (10,5%)

e 12 Tumoren eine schwache Uberexpression (31,6%)

e 2] Tumoren gleiche Expression wie das Normalgewebe (55,3%)

e | Tumor eine geringere Expression als das gesunde Gewebe (2,6%).

Somit konnte gezeigt werden, dass in 42,1% der Pankreastumoren eine schwache bis starke
Uberexpression an CD75s-1-Gangliosiden im Vergleich zu gesundem Gewebe vorlag. Hierbei
ist anzumerken, dass in der Mehrzahl der Normalgewebe keine CD75s-1-Ganglioside
detektierbar waren. Die gesunden Pankreasgewebe der Patienten 22 und 4 (vergleiche
Abbildung 3-10), in welchen eine schwache CD75s-1-Gangliosidexpression nachgewiesen
wurde, bilden zwei der wenigen Ausnahmen. Wie am Beispiel von Patient 3 in Abbildung
3-10 dargestellt, wurden in fast allen Tumor- und zugehorigen Vergleichsgeweben der
Expressionsgruppe III keine CD75s-1-Ganglioside detektiert. Aufgrund der geringen Menge
an Probenmaterial konnten keine zusitzlichen Overlay-Assays mit Viscumin und rViscumin
durchgefiihrt werden (vergleiche Material und Methoden, Tabelle 2-1). Dass der polyklonale
Antikorper AK2-6, Viscumin und rViscumin die gleichen Bindungspezifititen besitzen, wurde
anhand einer Immunférbung von Referenzgangliosiden aus humanen Granulozyten gezeigt

(siche Abbildung 3-10) [DISTLER et al., 2008b].
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Immunfluoreszenz

Nachfolgend wird am Beispiel von Patient 8 (Expressionsgruppe I, vergleiche Tabelle 3-5)
das immunhistologische  Untersuchungsergebnis von gesundem und malignem

Pankreasgewebe dargestellt (siche Abbildung 3-11).

CD14 + CD45 CD75s Kombination

Abbildung 3-11: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von CD75s-Gangliosiden in
Kryoschnitten von gesundem, normalem (N) und malignem Pankreasgewebe (T) des Patienten 8
(Expressionsgruppe L, vergleiche Tabelle 3-5).

Die Féarbung der Schnitte erfolgte mit dem polyklonalen Huhn Antikdrper AK2-6 gegen CD75s, sowie
monoklonalen Antikérpern aus Maus gegen CD14 und CD45. Die Zellkerne wurden mit DAPI nachgewiesen.
Mafstabsbalken: 20 pm [DISTLER ef al., 2008b].

Wie Abbildung 3-11 zu entnehmen ist, zeigten grofle Teile des Tumorgewebes eine positive
CD75s-Gangliosidfirbung. Im Gegensatz hierzu lieen sich im gesunden Gewebe nur sehr
vereinzelt CD75s-positive  Zellen  nachweisen. CD14/45-positive ~ Makrophagen
beziehungsweise Leukozyten waren ausschlieBlich und dann auch nur in geringer Zahl im
Tumorgewebe zu finden. Sie zeigten keine bis schwache CD75s-Gangliosid-Farbung. Daraus
kann gefolgert werden, dass der Overlay-Assay verldssliche Ergebnisse zur CD75s-
Gangliosidexpression in Tumoren lieferte und mit diesem Test keine CD75s-Strukturen von

tumorinfiltrierenden Zellen des Immunsystems gemessen wurden.

Nach Extraktion der Lipide aus den Gewebeschnitten mit Methanol und
Chloroform/Methanol (1/1, v/v) konnten keine CD75s-Epitope mehr detektiert werden (Daten

nicht dargestellt). Dies beweist, dass es sich bei den immundetektierten Strukturen auf den

Kryoschnitten um GSL handelt [DISTLER ef al., 2008b].
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Massenspektrometrie

Um die immundetektierten Ganglioside im Detail strukturell zu belegen, wurden die geférbten
CD75s-1-Ganglioside direkt auf der DC-Platte mittels IR-MALDI-o-TOF-MS untersucht. Die
Ergebnisse werden exemplarisch fiir Patient 8 (Expressionsgruppe I, vergleiche Tabelle 3-5

und Abbildung 3-11) in Abbildung 3-12 dargestellt.

A VénLcdCer (CD75s-1) B
8 3[4 B
QL Emt Pgflcer
7 M, +2Na - H' (M, + 2Na - HI'
1672,93/1674,95 1562,81
M, + Na _ ‘
W 1650,94/1652,98 =
2 I, +2Na-HI' _— - . {-
= c "
g 1646,92 N T 9 [M, + Na] N T
i= \ ' jF | ' = 1540,82 l
a | ]
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Abbildung 3-12: (+) DC-IR-MALDI-0-TOF-Massenspektren von immundetektierten CD75s-1-

Gangliosiden aus Pankreaskarzinomgewebe von Patient 8 (Expressionsgruppe I, vergleiche Tabelle 3-5
und Abbildung 3-11).
Die Messung erfolgte nach Immundetektion der CD75s-1-Ganglioside mit dem Antikorper AK2-6 direkt auf der
DC-Platte. Das auf die DC-Platte aufgetragene Aliquot an GSL-Rohextrakt entsprach 2 mg
Gewebefeuchtgewicht. Detektierte Molekiilionen, m/z-Werte sowie Strukturen der CD75s-1-Ganglioside sind in
Tabelle 3-6 aufgelistet. (A) Massenspektrum von IV°Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1/C24:0) ([M; + Na]*,
[M, + 2Na— H]") und IV°Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C22:0) ([M, + Na]"). (B) Massenspektrum von IV°Neu5Ac-
nLc4Cer (d18:1, C16:0) (M5 + Na]', [M; + 2Na — H]") [DISTLER et al., 2008b].

Tabelle 3-6: Strukturen und m/z-Werte der mittels (+) DC-IR-MALDI-0-TOF-MS detektierten
Molekiilionen von immungefirbten IV°Neu5Ac-nLc4Cer-Spezies aus einem Pankreaskarzinom
(Patient 8).!

Struktur detektierte Molekiilionen :)'Ze/fec hnet/detektiert
IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:0) [M + Na]* 1652,96/1652,98
[M+2Na-H]" 1674,94/1674,95
IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1) [M + Na]* 1650,94/1650,94
[M+2Na-H]" 1672,93/1672,93
IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C22:0) [M+2Na-H]" 1646,91/1646,92
IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0) [M + Na]” 1540,84/1540,82
[M+2Na-H]" 1562,82/1562,81

' vergleiche Abbildung 3-12.
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Wie aus Abbildung 3-12 ersichtlich, konnten mittels DC-IR-MALDI-0-TOF-MS in der oberen
immungefirbten Bande einfach geladene, mit Natrium kationisierte Molekiilionen der CD75s-
1-Ganglioside IV°Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1/C24:0) ([M; + Na]", [M; + 2Na — H]") und
IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C22:0) ([M; + 2Na — H]") detektiert werden (Abbildung 3-12A).
Bei der Analyse der unteren CD75s-positiven Bande wurden IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1,
C16:0)-Molekiilionen nachgewiesen ([M;+Na]’, [Ms+2Na—H]") (Abbildung 3-12B)
[DISTLER et al., 2008b].

Auch bei der Messung weiterer Patientenproben mittels DC-IR-MALDI-0-TOF-MS wurden
vornehmlich die CD75s-1-Gangliosidspezies mit der C24:1/C24:0- sowie der C16:0-Fettsdure
detektiert (Daten nicht gezeigt).
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3.2.2 iso-CD75s-Expressionsanalyse in humanen Pankreaskarzinomen

DC-Immundetektion

Die 38 Patientenproben, mit denen die CD75s-Gangliosidexpressionsanalyse durchgefiihrt
wurde, wurden auch auf ihren Gehalt an iso-CD75s-Gangliosiden untersucht [DISTLER ef al.,
2008b]. Die Ergebnisse der iso-CD75s-Gangliosidexpressionsanalyse sind in Tabelle 3-7
zusammengefasst. Entsprechend ihrer differentiellen Expression erfolgte auch hier die
Vergabe von Ringen an die einzelnen Proben sowie die Einteilung in vier
Expressionsgruppen. Nachfolgend sind beispielhaft reprdsentative Immunfiarbungen von

Vertretern der einzelnen Gruppen abgebildet.

Patient 8 | Patient 27 | Patient 31| Patient 7
AK2-3| N T N T N T N T
p—

IVenLc4Cer — — — Diso-CD75s-1
IVénLc4Cer —
VIenLcBCer =
VIénLc6Cer =

Start — —

It o

Diso-CD75s-2

Abbildung 3-13: DC-Immundetektion von iso-CD75s-Gangliosiden in Lipidextrakten aus
humanen Pankreaskarzinomgeweben (T) und gesunden, normalen Vergleichsgeweben (N).
Je ein Aliquot der Lipidextrakte aus Tumor- und gesundem Vergleichsgewebe (entsprechend 2 mg
Feuchtgewicht) wurden auf eine DC-Platte aufgetragen und das Chromatogramm in Laufmittel 2
entwickelt. Mit dem polyklonalen Huhn Antikérper AK2-3 wurden die Strukturen IV*Neu5Ac-nLc4Cer
(is0-CD75s-1) und VPNeu5Ac-nLc6Cer (iso-CD75s-2) nachgewiesen. Die Firbung erfolgte durch
Inkubation mit BCIP. Exemplarisch fiir die vier Expressionsgruppen sind die DC-Immunférbungen der
Lipidextrakte von Patient 8 (Expressionsgruppe I), Patient 27 (Expressionsgruppe II), Patient 31
(Expressionsgruppe III) sowie Patient 7 (Expressionsgruppe IV) gezeigt (siche Tabelle 3-7). Als Referenz
dienten humane Granulozyten-Ganglioside (HGG). Es wurden 1,5 ng HGG zur Durchfithrung der DC-
Immundetektion (AK2-3) und 10 pg zur Durchfithrung der Orcinolfdrbung (O) eingesetzt [DISTLER et al.,
2008b].
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Tabelle 3-7: iso-CD75s-1-Gangliosidexpression in Pankreaskarzinomen.

Anteil

Expressionssgruppe [%] Rang Patient G!

1 22 2

I 7,9 2 2 4

3 8 3
L 2

5 25 2

6 30 2-3

7 36 3

8 11 2

9 14 3

10 35 2

11 3 2

12 3

13 27 2

14 16 2

11 57,9 15 13 3

16 2

17 5 3

18 37 3

19 20 2

20 19 3

21 28 2

22 12 3

23 32 2

24 21 3

25 38 2
e 26 31 2

27 15 2

28 17 2

29 33 2

I 21,1 30 ) 3

31 18 3

32 26 X

33 24 3
e 34 34 2

35 10 3

v 132 36 4 2

37 29 2

38 7 2

' Histopathologisches Grading, vergleiche Tabelle 1-3. Von den pathologischen Daten ist das Grading fiir nachfolgende

Auswertungen von Relevanz und wird somit in der vorliegenden Tabelle aufgefiihrt.
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Von den untersuchten Karzinomen (vergleiche Tabelle 3-7) zeigten:
e 3 Tumoren eine starke Uberexpression (7,9%)

e 22 Tumoren eine schwache Uberexpression (57,9%)

e 8 Tumoren gleiche Expression wie das Normalgewebe (21,1%)

e 5 Tumoren eine geringere Expression als das gesunde Gewebe (13,2%).

Insgesamt konnte somit in 65,8% der Pankreastumoren eine Uberexpression an iso-CD75s-1-
Gangliosiden im Vergleich zum gesunden Pankreasgewebe festgestellt werden. Im Gegensatz
zu den CD75s-1-Gangliosiden (vergleiche Ergebnisse, Abbildung 3-10) liefen sich iso-
CD75s-1-Ganglioside mittels DC-Overlay-Technik auch in Normalgeweben nachweisen,
wobei die Spezies mit den langkettigen Fettsduren dominierten (Abbildung 3-13). In den
malignen Pankreasgeweben, welche eine erhohte iso-CD75s-1-Gangliosidexpression zeigten,
war vor allen Dingen eine Zunahme von Spezies mit kurzkettigen Fettsduren (untere der

immunpositven Doppelbanden) auftillig [DISTLER ef al., 2008b].
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Immunfluoreszenz

Das Ergebnis des fluoreszenzmikroskopischen Nachweises von iso-CD75s-Gangliosiden in
Kryoschnitten von gesundem und malignem Pankreasgewebe wird exemplarisch fiir Patient 2

(Expressionsgruppe I, vergleiche Tabelle 3-7) in Abbildung 3-14 dargestellt.

CD14 + CD45 iso-CD75s Kombination

Abbildung 3-14: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von iso-CD75s-Gangliosiden in
Kryoschnitten von gesundem, normalem (N) und malignem Pankreasgewebe (T) des Patienten 2
(Expressionsgruppe L, vergleiche Tabelle 3-7).

Die Féarbung der Schnitte erfolgte mit dem polyklonalen Huhn Antikérper AK2-3 gegen iso-CD75s, sowie
monoklonalen Antikérpern aus Maus gegen CD14 und CD45. Die Zellkerne wurden mit DAPI nachgewiesen.
Mafstabsbalken: 20 pm [DISTLER ef al., 2008b].

Es konnte eine starke iso-CD75s-Gangliosidexpression im Tumorgewebe nachgewiesen
werden. Auch das gesunde Pankreasgewebe zeigte eine positive iso-CD75s-Gangliosid-
Férbung, die allerdings im Vergleich zum Tumorgwebe sehr schwach ausfiel. Im
Tumorgewebe waren auch vereinzelt CD14/CD45-positive Makrophagen und Leukozyten zu
finden. Diese zeigten jedoch eine verhiltnisméBig niedrige iso-CD75s-Gangliosidexpression.
Somit kann auch im Falle der iso-CD75s-Ganglioside ausgeschlossen werden, dass die
Ergebnisse des Overlay-Assays (vergleiche Abbildung 3-13) durch die Extraktion von iso-
CD75s-Gangliosiden aus Granulozyten und Makrophagen verfilscht wurden.

Nach Extraktion der Lipide aus den Kryoschnitten mittels Methanol sowie
Chloroform/Methanol (1/1, v/v) lieBen sich bei anschlieBender Immunfiarbung keine iso-
CD75s-Epitope mehr in den Geweben nachweisen (Daten nicht dargestellt). Somit konnte
belegt werden, dass es sich bei den immundetektierten Strukturen um Ganglioside und nicht

um Glykoproteine handelt [DISTLER ef al., 2008b].
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Massenspektrometrische Analytik

Um die Ergebnisse des Overlay-Assays sowie der Immunfluoreszenz zu verifizieren, wurden
die immungefiarbten Strukturen mittels IR-MALDI-o-TOF-MS direkt auf der DC-Platte
untersucht. Nachfolgend sind die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse am

Beispiel der Patientenprobe 2 (Expressionsgruppe I, Tabelle 3-7) abgebildet.

A IV:nLc4Cer (iso-CD75s-1) B
O a3 [54.[53 MlmCer
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Abbildung 3-15: (+) DC-IR-MALDI-o-TOF Massenspektren von immundetektierten iso-CD75s-1-

Gangliosiden aus Pankreaskarzinomgewebe von Patient 2 (Expressionsgruppe I, vergleiche Tabelle 3-7
und Abbildung 3-14).
Die Messung erfolgte nach Immundetektion der iso-CD75s-1-Ganglioside mit dem polyklonalen Huhn IgY
(AK2-3) direkt auf der DC-Platte. Das auf die DC-Platte aufgetragene Aliquot an GSL-Rohextrakt entsprach 2
mg Gewebefeuchtgewicht. Detektierte Molekiilionen, m/z-Werte sowie Strukturen der iso-CD75s-1-Ganglioside
sind in Tabelle 3-8 aufgelistet. (A) Massenspektrum von IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1/C24:0)
(IM; + Na]*, [M; + 2Na — H]") und IV*Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C22:0) ([M, + Na]"). (B) Massenspektrum von
IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0) ([M; + Na]*, [M3 + 2Na — H]") [DISTLER ef al., 2008b].

Tabelle 3-8: Strukturen und m/z-Werte der mittels (+) DC-IR-MALDI-0-TOF-MS detektierten
Molekiilionen von immungefirbten IV’Neu5Ac-nLc4Cer-Spezies aus einem Pankreaskarzinom
(Patient 2).!

. - m/;
Struktur detektierte Molekiilionen befec hnet/detektiert
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:0) [M + Na]* 1652,96/1652,95
[M+2Na-H]" 1674,94/1674,95
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1) [M + Na]* 1650,94/1650,92
[M+2Na-H]" 1672,93/1672,93
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C22:0) [M+2Na-H]" 1646,91/1646,92
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0) [M + Na]” 1540,84/1540,84
[M+2Na-H]" 1562,82/1562,82

vergleiche Abbildung 3-15.
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Wie Abbildung 3-15 zu entnehmen ist, konnten mittels DC-IR-MALDI-o-TOF-MS in der
oberen, immunpositiven Bande bei m/z 1650,92/1652,95 und 1672,93/1674,95 sowie bei m/z
1646,92 Molekiilionen der iso-CD75s-1-Ganglioside IV°Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1,
C24:1/C24:0) (M, +Na]", [M;+2Na—H]") und IV’Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C22:0)
([M2 +2Na — H]") detektiert werden (Abbildung 3-15A). Bei der Messung der unteren,
immunpositiven Bande wurden ausschlieBlich kationisierte IV°Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1,
C16:0)-Molekiile bei m/z 1540,84 ([M3+Na]) und m/z 1562,82 ([Ms;+2Na—H]")
nachgewiesen (Abbildung 3-15B) [DISTLER et al., 2008b].

Die massenspektrometrische Analyse von weiteren Patientenproben fiihrte zu &hnlichen
Ergebnissen. Auch hier wurden iso-CD75-Gangliosidspezies, welche entweder eine C24:1,

C24:0, C22:0 oder C16:0-Fettsdure im Ceramidpart tragen, detektiert (Daten nicht gezeigt).
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3.2.3 Gb3Cer/CD77-Expressionsanalyse in humanen

Pankreaskarzinomen

DC-Immundetektion

Zur Durchfithrung der Gb3Cer/CD77-Expressionsanalysen wurden lediglich Gewebeproben,
die aus der Klinkk und Poliklinik fir Allgemein- und Viszeralchirurgie des
Universitdtsklinikums Miinster bezogen wurden, eingesetzt. Insgesamt handelte es sich
hierbei um 21 Pankreaskarzinome sowie die jeweiligen Kontrollgewebe (Patientenproben 22-
42), die auf ihre Gb3Cer/CD77-Expression untersucht wurden. Entsprechend den
differentiellen Expressionswerten erfolgte die Vergabe von Ringen an die Proben sowie die
Zuordnung zu den vier verschieden Expressionsgruppen. Die Ergebnisse der Gb3Cer/CD77-
Expressionsanalyse sind in Tabelle 3-9 zusammengefasst. In Abbildung 3-16 sind
exemplarisch fiir jede Expressionsgruppe DC-Immunférbungen dargestellt, wobei neben der
Antikorper-vermittelten Immundetektion (Abbildung 3-16A) auch ein Stx1 Overlay-Assay
durchgefiihrt (Abbildung 3-16B) wurde.

Wie Abbildung 3-16A zu entnehmen ist, zeigte bei der Antikorper-vermittelten DC-
Immundetektion ein Teil der Karzinome eine sehr starke Uberexpression an Gb3Cer/CD77.
Auch im gesunden Gewebe konnte bei allen Proben eine, in manchen Féllen sehr schwache,
Gb3Cer/CD77-Expression festgestellt werden. Der Stx1 Overlay-Assay fithrte zu einem
nahezu identischen Ergebnis (Abbildung 3-16B). Allerdings zeigt der Antikorper eine leicht
hohere Sensitivitdt als das Stx1. Somit werden bei der Antikorper-vermittelten
Immundetektion auch noch Gb3Cer/CD77-Spezies detektiert, welche in sehr geringen

Mengen vorliegen und sich mit Stx1 nicht mehr nachweisen lassen [DISTLER et al., 2009].

Von Gb4Cer ist bekannt, dass es mit sehr geringer Affinitdt an Stx1 bindet, weshalb es auch
als ,,low affinity Stx1-Rezeptor [MEISEN et al., 2005] bezeichnet wird. Im Overlay-Assay
zeigt das Stx1 eine leichte Reaktivitdt mit Gb4Cer aus humanen Erythrozyten (vergleiche
Stx1 Referenz (R) in Abbildung 3-16B). In den gesunden sowie malignen
Pankreasgewebeproben wurde hingegen bei Durchfithrung des Stx1 Overlay-Assays kein
Gb4Cer detektiert [DISTLER et al., 2009].
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Abbildung 3-16: Antikérper- und Stx1-vermittelte DC-Immundetektion von Gb3Cer/CD77 in

Lipidextrakten aus humanen Pankreaskarzinomgeweben (T) und gesunden, normalen
Vergleichsgeweben (N).
Je ein Aliquot der Lipidextrakte aus Tumor- und gesundem Vergleichsgewebe (entsprechend 1 mg (anti-
Gb3Cer/CD77-AK) beziehungsweise 2 mg Feuchtgewicht (Stx1)) wurden auf eine DC-Platte aufgetragen
und das Chromatogramm in Laufmittel 1 entwickelt. Die Immundetektion wurde zum einen mit einem
polyklonalen Huhn anti-Gb3Cer/CD77-AK (A) und zum anderen mit Stxl/anti-Stx1-AK (B)
durchgefithrt. Exemplarisch fiir die vier Expressionsgruppen sind die DC-Immunfirbungen der
Lipidextrakte von Patient 37 (Expressionsgruppe I), Patient 27 (Expressionsgruppe II), Patient 28
(Expressionsgruppe III) sowie Patient 32 (Expressionsgruppe IV) gezeigt (siche Tabelle 3-9). Als
Referenz dienten neutrale GSL aus humanen Erythrozyten. Es wurden 10,8 pg der Referenz-GSL-
Mischung zur Durchfilhrung der DC-Immundetektion (R) und 16 pg zur Durchfithrung der
Orcinolfirbung (O) eingesetzt [DISTLER ef al., 2009].



100 3 ERGEBNISSE

Tabelle 3-9: Gb3Cer/CD77-Expression in Pankreaskarzinomen.

Expressionsgruppe A[I;/t:iil Rang Patient G!'

1 37 3

2 29 2

3 30 2-3

I 28,6 4 " 3

5 36 3

6 23 2
"""""""""""""""""""""""""""""" 7w

8 27 2

9 41 3

I 33,3 10 38 2

11 35 2

12 34 2

13 25 2
""""""""""""""""""""""""""""" 4

111 14,3 15 28 2

16 39 3
""""""""""""""""""""""""""""" A T

18 40 1

v 238 19 26 X

20 42 1-2

21 32 2

' Histopathologisches Grading, vergleiche Tabelle 1-3. Von den pathologischen Daten ist das Grading fiir nachfolgende

Auswertungen von Relevanz und wird somit in der vorliegenden Tabelle aufgefiihrt.

Von den untersuchten Tumoren (vergleiche Tabelle 3-9) zeigten:

e 6 Tumoren eine starke Uberexpression (28,6%)
e 7 Tumoren eine schwache Uberexpression (33,3%)
e 3 Tumoren gleiche Expression wie das Normalgewebe (14,3%)

e 5 Tumoren eine geringere Expression als das gesunde Gewebe (23,8%).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass von den untersuchten Pankreasgeweben insgesamt
61,9% eine erhohte Gb3Cer/CD77-Expression im Tumorgewebe aufwiesen. Die restlichen
39,1% der Tumoren zeigten entweder gleiche oder geringere Gb3Cer/CD77-Expression wie

das gesunde Gewebe [DISTLER ef al., 2009].
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Immunfluoreszenz

Um die zellulire Verteilung von Gb3Cer/CD77 zu betrachten, wurden Kryoschnitte von
gesundem und malignem Pankreasgewebe mittels Immunfluoreszenz analysiert. Hierfuir fand
eine Doppelfiarbung der Schnitte mit dem polyklonalen Huhn anti-Gb3Cer/CD77-AK sowie
einem monoklonalen Maus Antikdrper gegen den Endothelzellmarker CD31 statt. In
Abbildung 3-17 wird am Beispiel von Patient 36 (Expressionsgruppe I, vergleiche Tabelle
3-9) das Ergebnis der immunfluoreszenzmikroskopischen Analyse von gesundem und

malignem Pankreasgewebe dargestellt.

CD31 Gb3Cer/CD77 Kombination

» ’
Y o

Abbildung 3-17: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Gb3Cer/CD77 in Kryoschnitten
von gesundem, normalem (N) und malignem Pankreasgewebe (T) des Patienten 36 (Expressionsgruppe L,
vergleiche Tabelle 3-9).

Die Féarbung der Schnitte erfolgte mit einem polyklonalen Huhn anti-Gb3Cer/CD77-AK, sowie einem
monoklonalen Antikdrper aus Maus gegen CD31. Die Zellkerne wurden mit DAPI nachgewiesen.
Mafstabsbalken: 20 pm [DISTLER ef al., 2009].

Wihrend das gesunde Pankreasgewebe lediglich vereinzelt schwache Gb3Cer/CD77-Fiarbung
zeigte, konnte im Tumor eine sehr starke Gb3Cer/CD77-Expression nachgewiesen werden.
Neben den Gb3Cer/CD77-positiven Tumorzellen befanden sich im malignen Gewebe auch
vereinzelt Endothelzellen von Blutgefif3en, die Gb3Cer/CD77 exprimierten.

Dass es sich bei den immundetektierten Strukturen tatsdchlich um Gb3Cer/CD77 handelt,
konnte durch Extraktion der Lipide mit Methanol und Chloroform/Methanol (1/1, v/v) aus
den Schnitten gezeigt werden. Bei der Immunfirbung, die im Anschluss erfolgte, konnten

keine CD77-Epitope mehr detektiert werden (Daten nicht dargestellt) [DISTLER ef al., 2009].
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Massenspektrometrische Analytik

Der Strukturbeweis fiir die immundetektierten Gb3Cer/CD77-Molekiile erfolgte mittels DC-
IR-MALDI-o-TOF-MS. Exemplarisch werden die MS-Daten der Stx1-positiven Banden von
Patient 37 (Expressionsgruppe I, vergleiche Tabelle 3-9) gezeigt. Hierbei wurden sowohl die

Gb3Cer/CD77-Varianten des gesunden als auch die des malignen Gewebes untersucht.
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Abbildung 3-18: (+) DC-IR-MALDI-o-TOF Massenspektren von Stx1-detektierten Gb3Cer/CD77-

Spezies aus Pankreaskarzinomgewebe (T) und gesundem, normalem Vergleichsgewebe (N) von Patient 37
(Expressionsgruppe L, vergleiche Tabelle 3-9).
Die Messung erfolgte nach Immundetektion von Gb3Cer/CD77 mit Stx1/anti-Stx1-AK direkt auf der DC-Platte.
Das auf die DC-Platte aufgetragene Aliquot an GSL-Rohextrakt entsprach 2 mg Gewebefeuchtgewicht.
Detektierte Molekiilionen, m/z-Werte sowie Strukturen der Gb3Cer/CD77-Spezies sind in Tabelle 3-10
aufgelistet. Sowohl fiir das gesunde (N) als auch fiir das maligne Gewebe (T) sind (von links nach rechts) die
Massenspektren von Gb3Cer (d18:1, C24:0) ([M; + Na]"), Gb3Cer (d18:1, C23:0) ([M, + Na]"), Gb3Cer (d18:1,
C22:0) ([M; + Na]"), Gb3Cer (d18:1, C16:0) ([M, + Na]") und von Gb3Cer (d18:1, h16:0) ([Ms + Na]") gezeigt.
Im Tumorgewebe wurden neben den Spezies mit dem d18:1-Sphingenin auch Spezies mit d18:0-Sphinganin
nachgewiesen. Molekiilionen, bei denen dies der Fall ist, wurden mit einem Sternchen markiert. Die Spezies mit
der Hydroxyfettsdure wurde im Normalgewebe nicht detektiert (n. d.) [DISTLER ef al., 2009].

Wie aus Abbildung 3-18 ersichtlich, konnten nach Durchfithrung des Stx1 Overlay-Assays
mittels IR-MALDI-o-TOF-MS verschiedene, einfach mit Natrium Kkationisierte
Gb3Cer/CD77-Spezies direkt auf der DC-Platte nachgewiesen werden. Hierbei wurden im
Tumorgewebe Gb3Cer/CD77-Varianten detektiert, die nicht im gesunden Gewebe zu finden
waren. Bei der massenspektrometrischen Analyse der oberen Stx1-positiven Bande des
Tumorgewebes wiesen dominante Molekiilionen ([Ms« + Na]") bei m/z 1158,78/1160,79 auf
die Gb3Cer/CD77-Spezies (d18:1/d18:0, C24:0) hin, bei denen neben dem einfach
ungeséttigten d18:1-Sphingenin auch das geséttigte d18:0-Sphinganin im Ceramidpart auftritt.
Ahnliches gilt fiir die Molekiilionen bei m/z 1130,73/1132,75 ([Mi*+Na]") und m/
1144,75/1146,77 ([Ma++Na]"), die den Gb3Cer/CD77-Spezies (d18:1/18:0, C22:0)
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beziehungsweise (d18:1/18:0, C23:0) zuzuordnen sind. Bei der Analyse der oberen
immunpositiven Bande des gesunden Gewebes wurden die Molekiilionen von Gb3Cer (d18:1,
C24:0), Gb3Cer (d18:1, C23:0) und Gb3Cer (d18:1, C22:0) detektiert. In der mittleren Stx1-
positiven Bande konnten sowohl im Tumor- als auch im Referenzgewebe kationisierte
Gb3Cer (d18:1, C16:0)-Molekiile (M4 + Na]") nachgewiesen werden. Allerdings war das
Signal im gesunden Gewebe, verglichen mit dem starken Signal im Tumorgewebe, sehr
schwach. Die unterste Stx1-positive Bande weist auf eine Gb3Cer/CD77-Spezies hin, die
aufgrund ihres DC-Laufverhaltens polarer sein muss als die anderen Spezies. Bei der
massenspektrometrischen Analyse wurden Molekiilionen bei m/z 1062,64/1064,65 detektiert.
Diese lassen sich den einfach mit Natrium kationisierten Gb3Cer/CD77-Spezies zuordnen, die
im Ceramidpart entweder ein d18:1-Sphingenin oder ein d18:0-Sphinganin besitzen, an das
jeweils eine hydroxylierte C16:0 Fettsdure gebunden ist. Gb3Cer (d18:1, h16:0) konnte im
gesunden Gewebe nicht nachgewiesen werden. Eine Hydroxylierung im Ceramidpart trat bei

ca. 85,7% der untersuchten Pankreastumoren auf [DISTLER et al., 2009].

Tabelle 3-10: Strukturen und m/z-Werte der mittels DC-IR-MALDI-o-TOF-MS detektierten
Molekiilionen von Stx1/anti-Stx1-AK-positiven Gb3Cer/CD77-Spezies aus Pankreaskarzinom- und
gesundem Vergleichsgewebe (Patient 37).!

Struktur detektierte Molekiilionen :)Z/fec hnet/detektiert
Normalgewebe (N)

Gb3Cer (d18:1, C24:0) [M + Na]* 1158,79/1158,79
Gb3Cer (d18:1, C23:0) [M + Na]* 1144,77/1144,80
Gb3Cer (d18:1, C22:0) [M + Na]* 1130,75/1130,80
Gb3Cer (d18:1, C16:0) [M + Na]* 1046,66/1046,64
Tumorgewebe (T)

Gb3Cer (d18:0, C24:0) [M + Na]* 1160,80/1160,79
Gb3Cer (d18:1, C24:0) [M + Na]* 1158,79/1158,78
Gb3Cer (d18:0, C23:0) [M + Na]* 1146,79/1146,77
Gb3Cer (d18:1, C23:0) [M + Na]* 1144,77/1144,75
Gb3Cer (d18:0, C22:0) [M + Na]* 1132,77/1132,75
Gb3Cer (d18:1, C22:0) [M + Na]" 1130,75/1130,73
Gb3Cer (d18:1, C16:0) [M + Na]* 1046,66/1046,68
Gb3Cer (d18:0, h16:0) [M + Na]” 1064,67/1064,65
Gb3Cer (d18:1, h16:0) [M + Na]” 1062,66/1062,64

vergleiche Abbildung 3-18.
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3.2.4 Gb3Cer/CD77-Expressionsanalyse in humanen

Kolonkarzinomen

DC-Immundetektion

Insgesamt wurden 16 Kolonkarzinomgewebeproben auf ihre Gb3Cer/CD77-Expression
untersucht. Analog zur Vorgehensweise bei den Pankreaskarzinomen wurden entsprechend
ihrer differentiellen Gb3Cer/CD77-Expression Ridnge an die Kolonkarzinome vergeben. Des
Weiteren wurden die Tumoren den Expressionsgruppen zugeordnet. Die Ergebnisse zur
Gb3Cer/CD77-Expression in den 16 untersuchten Kolonkarzinomen sind in Tabelle 3-11
aufgefiihrt.

Nachfolgend sind beispielhaft DC-Immunfirbungen von Vertretern der einzelnen
Expressionsgruppen abgebildet. Der Gb3Cer/CD77-Nachweis erfolgte sowohl mit dem
polyklonalen Huhn anti-Gb3Cer/CD77-AK (Abbildung 3-19A) als auch mit Stx1/anti-Stx1-
AK (Abbildung 3-19B).

Wie in Abbildung 3-19A demonstriert ist, konnte bei der der Antikdrper-vermittelten DC-
Immundetektion im Kolonkarzinomgewebe eine starke bis schwache Uberexpression an
Gb3Cer/CD77 festgestellt werden. Lediglich eine geringe Anzahl an Tumoren wies eine
verminderte Gb3Cer/CD77-Expression im Vergleich zum gesunden Kolongewebe auf (siche
auch Tabelle 3-11). In den gesunden Kolongeweben wurde in allen Féllen, teilweise sehr
schwach, Gb3Cer/CD77 detektiert. Keiner der untersuchten Kolonkarzinome zeigte eine
identische Gb3Cer/CD77-GSL-Expression wie das zugehdrige Vergleichsgewebe; somit blieb
die Expressionsgruppe III unbesetzt. Das Tumorgewebe wies im Vergleich zum normalen
Gewebe entweder eine erhohte oder eine verminderte Expression an Gb3Cer/CD77 auf. Der
Stx1 Overlay-Assay lieferte ein &hnliches Ergebnis (Abbildung 3-19B). Verglichen mit dem
Antikorper ist auch in diesem Fall eine etwas geringere Sensitivitit des Stx1 bei der Detektion
von Gb3Cer/CD77 zu beobachten. Des Weiteren wurde weder in gesunden noch in malignen

Kolongeweben Gb4Cer mittels Stx1 detektiert [DISTLER ef al., 2009].
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Abbildung 3-19: Antikérper- und Stxl-vermittelte DC-Immundetektion von Gb3Cer/CD77 in

Lipidextrakten @ aus humanen Kolonkarzinomgeweben (T) und gesunden, normalen
Vergleichsgeweben (N).
Je ein Aliquot der Lipidextrakte (entsprechend 0,5 mg (anti-Gb3Cer/CD77-AK) beziechungsweise 2 mg
Feuchtgewicht (Stx1)) wurden auf eine DC-Platte aufgetragen und das Chromatogramm in Laufmittel 1
entwickelt. Die Immundetektion wurde zum einen mit einem polyklonalen Huhn anti-Gb3Cer/CD77-AK (A)
und zum anderen mit Stxl/anti-Stx1-AK (B) durchgefithrt. Exemplarisch fiir die verschiedenen
Expressionsgruppen sind die DC-Immunfirbungen der Lipidextrakte von Patient 13 (Expressionsgruppe I),
Patient 16 (Expressionsgruppe II) und Patient 2 (Expressionsgruppe IV) gezeigt (siche Tabelle 3-11). Keine der
16 untersuchten Proben zeigte gleiche Gb3Cer/CD77-Expression im gesunden und malignen Gewebe. Aus
diesem Grund ist die Expressionsgruppe III nicht besetzt. Als Referenz dienten neutrale GSL aus humanen
Erythrozyten. Es wurden 10,8 pg der Referenz-GSL-Mischung zur Durchfithrung der DC-Immundetektion (R)
und 16 pg zur Durchfithrung der Orcinolfarbung (O) eingesetzt [DISTLER et al., 2009].
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Tabelle 3-11: Gb3Cer/CD77-Expression in Kolonkarzinomen.

Anteil

Expressionsgruppe [%] Rang Patient G!
1 6 2
I 18,8 2 8 2
3 13 2
[ 73
5 11 3
6 16 2
7 15 2-3
8 4 3
I 62,5 9 B
10 1
11 10 2
12 9 2-3
13 5 2
""""""""""""""""""""""""""""" 4 2
v 18,8 15 14 2
16 3 3

Histopathologisches Grading, vergleiche Tabelle 1-3. Von den pathologischen Daten ist das Grading fiir nachfolgende
Auswertungen von Relevanz und wird somit in der vorliegenden Tabelle aufgefiihrt.

Von den untersuchten Tumoren (vergleiche Tabelle 3-11) zeigten:

e 3 Tumoren eine starke Uberexpression (18,8%)
e 10 Tumoren eine schwache Uberexpression (62,5%)
e 0 Tumoren gleiche Expression wie das Normalgewebe (0%)

e 3 Tumoren eine geringere Expression als das gesunde Gewebe (18,8%).

Von den untersuchten Kolonkarzinomen wiesen somit insgesamt 81,3% eine erhohte

Gb3Cer/CD77-Expression im Vergleich zu gesundem Gewebe auf [DISTLER ef al., 2009].
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Immunfluoreszenz

Die Gb3Cer/CD77-Expression in den Kolonkarzinom- und den gesunden Vergleichsgeweben
wurde mittels Immunfluoreszenz iiberpriift. Am Beispiel von Patient 13 (Expressionsgruppe I,
vergleiche Tabelle 3-11) sind in Abbildung 3-20 die Ergebnisse der Immunhistologie
dargestellt.

CD31 Gb3Cer/CD77 Kombination
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Abbildung 3-20: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Gb3Cer/CD77 in Kryoschnitten
von gesundem, normalem (N) und malignem Kolongewebe (T) des Patienten 13 (Expressionsgruppe L,
vergleiche Tabelle 3-11).

Die Féarbung der Schnitte erfolgte mit einem polyklonalen Huhn anti-Gb3Cer/CD77-AK sowie einem
monoklonalen Antikdrper aus Maus gegen CD31. Die Zellkerne wurden mit DAPI nachgewiesen.
Mafstabsbalken: 20 pm [DISTLER ef al., 2009].

Wie in Abbildung 3-20 deutlich zu erkennen ist, zeigte das Kolonkarzinomgewebe eine sehr
starke Gb3Cer/CD77-Farbung. Im Gegensatz dazu konnte im Normalgewebe kein
Gb3Cer/CD77 nachgewiesen werden. Im Tumor war zudem die Angiogenese sehr weit
fortgeschritten, was anhand der CD31-positiven Endothelzellen zu erkennen ist. Neben den
Tumorzellen zeigten auch die Endothelzellen des Karzinoms eine deutliche Gb3Cer/CD77-

Expression.

Wiederum wurde mittels Methanol- und Chloroform/Methanol (1:1, v/v)-Extraktion der
Nachweis gefiihrt, dass sich die detektierten CD77-Epitope tatsdchlich auf Lipiden befinden.
Nach der Extraktion konnten bei der anschlieBenden Immunfirbung keine CD77-Epitope
mehr detektiert werden (Daten nicht gezeigt), was eindeutig ihren Lipidcharakter belegt
[DISTLER et al., 2009].



108 3 ERGEBNISSE

Massenspektrometrische Analytik

Um die immundetektierten Gb3Cer/CD77-Spezies strukturell zu bestétigen, wurden die Stx1-
positiven Banden des Overlay-Assays mittels (+) DC-IR-MALDI-o-TOF-MS analysiert.
Exemplarisch ist nachfolgend das Ergebnis der Messungen fiir Patient 16 (Expressionsgruppe
II, vergleiche Tabelle 3-11) abgebildet.
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Abbildung 3-21: (+) DC-IR-MALDI-o-TOF Massenspektren von Stx1-detektierten Gb3Cer/CD77-

Spezies aus Kolonkarzinomgewebe (T) und gesundem, normalem Vergleichsgewebe (N) von Patient 16
(Expressionsgruppe II, vergleiche Tabelle 3-11).
Die Messung erfolgte nach Immundetektion von Gb3Cer/CD77 mit Stx1/anti-Stx1-AK direkt auf der DC-Platte.
Das auf die DC-Platte aufgetragene Aliquot an GSL-Rohextrakt entsprach 2 mg Gewebefeuchtgewicht.
Detektierte Molekiilionen, m/z-Werte sowie Strukturen der Gb3Cer/CD77-Spezies sind in Tabelle 3-12
aufgelistet. Sowohl fiir das gesunde (N) als auch fiir das maligne Gewebe (T) sind (von links nach rechts) die
Massenspektren von Gb3Cer (d18:1, C24:1/C24:0) ([M; + Na]"), Gb3Cer (d18:1, C23:0) ([M, + Na]"), Gb3Cer
(d18:1, C22:0) ([M; + Na]"), Gb3Cer (d18:1, C16:0) ([M4 + Na]") und von Gb3Cer (d18:1, h16:0) ([Ms + Na]")
gezeigt. Die Spezies mit der Hydroxyfettsdure wurde im Normalgewebe nicht detektiert (n. d.) [DISTLER et al.,
2009].

Bei der Messung der Stxl-positiven oberen Bande wurden im Tumor aber auch im
Normalgewebe einfach mit Natrium kationisierte Molekiilionen der Gb3Cer/CD77-Spezies,
bei welchen im Lipidpart die C24:0-, C24:1-, C23:0- oder die C22:0-Fettsdure an das
Sphingosin gebunden waren, detektiert (vergleiche Abbildung 3-21, links). Insbesondere das
Signal der Gb3Cer (d18:1, C24:0/C24:1)-Molekiilionen zeigt im Tumorgewebe eine viel
stirkere Intensitdt als im Normalgewebe. In der mittleren Stx1-positiven Bande wurden im
malignen Gewebe bei m/z 1046,72 Gb3Cer (d18:1, C16:0)-Molekiilionen ([M;+ Na]")
nachgewiesen. Gb3Cer (d18:1, C16:0)-Molekiilionen konnten auch bei der
massenspektrometrischen Analyse der Stx1-positiven unteren Bande des gesunden Gewebes

detektiert werden (vergleiche Abbildung 3-21, Mitte). Im Overlay-Assay war bei dem
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Tumorgewebe noch eine dritte immungefirbte Bande mit sehr polarem Laufverhalten, dhnlich
wie bei den Pankreaskarzinomen, zu erkennen. Molekiilionen bei m/z 1062,71 lassen sich der
Gb3Cer/CD77-Spezies (d18:1, h16:0), bei der eine C16-Hydroxyfettsdure an das Sphingosin
gebunden ist, zuordnen (vergleiche Abbildung 3-21, rechts). Die Gb3Cer/CD77-Spezies
(d18:1, h16:0) konnte im gesunden Gewebe nicht detektiert werden. Insgesamt trat diese
zusitzliche Hydroxlierung im Ceramidpart bei 18,8% der untersuchten Kolontumoren auf.
Sowohl im gesunden als auch im malignen Gewebe war ausschlielich d18:1-Sphinganin zu

finden [DISTLER ef al., 2009].

Tabelle 3-12: Strukturen und m/z-Werte der mittels (+) DC-IR-MALDI-o-TOF-MS detektierten
Molekiilionen von Stx1/anti-Stx1-AK-positiven Gb3Cer/CD77-Spezies aus Kolonkarzinom- und gesundem
Vergleichsgewebe (Patient 16).!

Struktur detektierte Molekiilionen ’l?e/fec hnet/detektiert
Normalgewebe (N)

Gb3Cer (d18:1, C24:0) [M+ NaJ" 1158,79/1158,88
Gb3Cer (d18:1, C24:1) [M+ NaJ" 1156,77/1156,86
Gb3Cer (d18:1, C23:0) [M+ NaJ" 1144,77/1144,86
Gb3Cer (d18:1, C22:0) [M+ NaJ" 1130,75/1130,81
Gb3Cer (d18:1, C16:0) [M+ NaJ" 1046,66/1046,74
Tumorgewebe (T)

Gb3Cer (d18:1, C24:0) [M + Na]* 1158,79/1158,86
Gb3Cer (d18:1, C24:1) [M + Na]* 1156,77/1156,83
Gb3Cer (d18:1, C23:0) [M + Na]* 1144,77/1144,83
Gb3Cer (d18:1, C22:0) [M + Na]* 1130,75/1130,84
Gb3Cer (d18:1, C16:0) [M + Na]* 1046,66/1046,72
Gb3Cer (d18:1, h16:0) [M + Na]* 1062,66/1062,71

vergleiche Abbildung 3-21.
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3.3 STATISTISCHE ANALYSE

Es wurden sowohl die CD75s- und iso-CD75s-Expressionsdaten der Pankreaskarzinome als
auch die Ergebnisse der Gb3Cer/CD77-Expressionsanalyse von Pankreas- und
Kolonkarzinomen statistisch ausgewertet. Mittels Vorzeichentest wurde tiberpriift, ob die
GSL-Expression in Tumor- und Normalgeweben signifikant verschieden ist. Des Weiteren
galt es festzustellen, ob sich Tumore mit verschiedenen pathologischen Merkmalen in ihrer
GSL-Expression unterscheiden. Hierfir wurde der Mediantest eingesetzt. Die Rang-
Korrelation t nach Kendall wurde berechnet, um Aussagen iiber den Zusammenhang
zwischen der GSL-Expression und den verschiedenen klinischen Parametern zu treffen.
Kendalls T wurde auch eingesetzt, um zu priifen, ob eine Korrelation zwischen der Expression
von CD75s-1- und iso-CD75s-1-Gangliosiden in Pankreaskarzinomen vorliegt. Alle Tests

waren zweiseitig, und das Signifikanzniveau wurde auf oo = 0,05 festgelegt.

3.3.1 CD75s-1 und iso-CD75s-1-Gangliosidexpression in humanen

Pankreaskarzinomgeweben

Nachfolgend sind die densitometrischen Daten der CD75s- und iso-CD75s-
Expressionsanalysen in Box-and-Whisker-Plots (kurz Boxplots) dargestellt (Abbildung 3-22).
Dabei werden die einzelnen Stichproben durch eine rechteckige Box repréasentiert, welche
unten und oben vom 1. beziehungsweise 3. Quartil begrenzt wird. Unter dem 1. Quartil
befinden sich 25% und unter dem 3. Quartil 75% der Datenpunkte. Innerhalb der Box
befindet sich, durch einen Strich gekennzeichnet, der Median. Ein kleines Quadrat in der Box
markiert das arithmetische Mittel. Neben dem arithmetischen Mittel ist der Median ein Maf3
fiir die zentrale Tendenz der Verteilung. Der Median ist jedoch weniger empfindlich
gegeniiber Ausreiflern als das arithmetische Mittel. Je weiter der Mittelwert und der Median
voneinander entfernt sind, desto schiefer ist die Verteilung. Die von der Box ausgehenden
Striche (so genannte whiskers) zeigen die 5%- und 95%-Perzentile. Die Maxima und Minima

der Verteilungen sind durch Kreuze gekennzeichnet.
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Abbildung 3-22: Boxplots der CD75s-1 (A) und iso-CD75s-1-Gangliosidexpression (B) in Normal- und
Tumorgeweben des Pankreas (n = 38 Patienten).
Die Boxen der Stichproben werden unten und oben von den 25%- sowie 75%-Perzentilen begrenzt. Die Linie in
der Box kennzeichnet den Median und das Quadrat das arithmetische Mittel. Die beiden Kreuze markieren den
hochsten beziehungsweise den niedrigsten Datenpunkt. Sowohl die CD75s-1 als auch die iso-CD75s-1-
Gangliosidexpression in den malignen Geweben unterscheidet sich hoch signifikant von der
Gangliosidexpression in den gesunden Geweben (**, P=0,001). (C) Korrelation zwischen der CD75s-1-
Gangliosidexpression und dem Differenzierungsgrad (G) (n=37 Patienten; von Patient 26 lagen keine
entsprechenden Daten vor, vergleiche auch Tabelle 3-5). Die Tumorproben wurden entsprechend ihrer
Differenzierung in zwei Gruppen eingeteilt: G =2 (n =21 Patienten) und G > 2 (n = 16 Patienten). Die Tumore
mit G> 2 zeigen signifikant erhohte CD75s-1-Gangliosidexpression (*, P=0,049). Dies gilt sowohl fiir die
absolute als auch die differentielle CD75s-1-Gangliosidexpression [DISTLER e al., 2008Db].
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Wie aus den Boxplots ersichtlich wird (Abbildungen 3-22A und 3-22B), ist sowohl die
CD75s-1 als auch die iso-CD75s-1-Gangliosidexpression in den malignen Pankreasgeweben
im Vergleich zu den gesunden Geweben erhoht. Die unterschiedliche CD75s-1-
Gangliosidexpression in Normal- und Tumorgeweben ist hoch signifikant (P=0,001).

Gleiches gilt fiir die iso-CD75s-1-Gangliosidexpression (P = 0,001).

Es konnte zudem eine signifikante Korrelation zwischen der CD75s-1 und der iso-CD75s-1-
Gangliosidexpression innerhalb des untersuchten Kollektivs von Pankreaskarzinomen
festgestellt werden. Tumorgewebe mit erhohter Konzentration an CD75s-1-Gangliosiden
zeigten auch eine Uberexpression an iso-CD75s-1-Gangliosiden (P=0,002, t=0,364).
Betrachtet man die differentielle Expression an CD75s-1 und iso-CD75s-1-Gangliosiden,
welche ein Mall der Verdnderung zwischen der Gangliosidexpression in Normal- und
zugehorigem Tumorgewebe darstellt, so liegt auch hier ein signifikanter Zusammenhang vor
(P = 0,023, t=0,260). Dies bedeutet, dass eine starke Verdnderung der CD75s-1-
Gangliosidexpression von gesundem zu malignem Pankreasgewebe mit einer dhnlich starken

und gleich gerichteten Verdnderung der iso-CD75s-1-Gangliosidexpression einhergeht.

Es wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen der CD75s-1-Gangliosidexpression und
der Ausdehnung des Tumors (pT), dem Lymphknotenbefall (pN), dem Vorhandensein von
Fernmetastasen (pM) oder dem UICC-Stadium des Tumors festgestellt (vergleiche Material
und Methoden, Tabelle 2-1). Allerdings unterschieden sich schlecht beziechungsweise
undifferenzierte Tumore, welche als G > 2 (n = 16 Patienten) eingestuft wurden, signifikant in
threr CD75s-1-Gangliosidexpression von mifig differenzierten Tumoren (G=2, n=21
Patienten). Wie Abbildung 3-22C zu entnehmen ist, galt dies sowohl fiir die absolute
(P=0,049) als auch fiir die differentielle CD75s-1-Gangliosidexpression (P = 0,049). In den
Normalgeweben konnte kein Unterschied nachgewiesen werden. Mittels Rang-Korrelation t
nach Kendall konnte ein signifikanter Zusammenhang sowohl zwischen absoluter als auch
differentieller CD75s-1-Gangliosidexpression und dem Grad der Zelldifferenzierung
festgestellt werden (P=0,028, 1=0,305 bezichungsweise P=0,011, 1=0,346).
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die CD75s-1-Gangliosidexpression offenbar in
schlecht differenzierten malignen Geweben zunimmt. Somit stellen CD75s-1-Ganglioside

potentielle Marker fiir schlechte Differenzierung in malignem Pankreasgewebe dar.
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Die is0-CD75s-1-Gangliosidexpression zeigte weder eine Korrelation mit den pathologischen
Eigenschaften nach der TNM-Klassifikation noch mit dem Differenzierungsgrad der

untersuchten Pankreaskarzinomgewebeproben [DISTLER et al., 2008b].

3.3.2 Gb3Cer/CD77-Expression in humanen Pankreas- und

Kolonkarzinomgeweben

Die Boxplots in Abbildung 3-23 zeigen die densitometrischen Daten der Gb3Cer/CD77-

Expressionsanalysen in gesunden und malignen Pankreas- sowie Kolongeweben.

Anhand der Boxplots ist zu erkennen, dass in beiden Fillen eine erhohte Gb3Cer/CD77-
Expression in den Tumorgeweben im Vergleich zu den jeweiligen Normalgeweben
nachweisbar ist. Wiahrend im Falle der Pankreasproben diese Erhohung statistisch nicht
signifikant war (P=0,189) (Abbildung 3-23A), konnte mittels Vorzeichentest ein
signifikanter Unterschied zwischen der Gb3Cer/CD77-Expression in gesundem und

malignem Kolongewebe (Abbildung 3-23B) festgestellt werden (P = 0,021).

Zwischen der anatomischen Ausbreitung (TNM) von Pankreas- sowie Kolontumoren und der
Gb3Cer/CD77-Expression wurde kein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen. Analog zu
der Vorgehensweise bei der Auswertung der CD75s- und iso-CD75s-Daten (Abschnitt 3.3.1)
wurden die Pankreaskarzinomproben in zwei Gruppen eingeteilt mit G <2 (n = 14 Patienten)
und G>2 (n= 6 Patienten). Mittels Mediantest konnte weder in den Normal- noch in den
Tumorgeweben ein statistisch signifikanter Unterschied in der absoluten oder differentiellen
Gb3Cer/CD77-Expression zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden. Wie Abbildung
3-23C zu entnehmen ist, zeigt jedoch die Berechnung der Rang-Korrelation t nach Kendall,
dass ein Zusammenhang zwischen der differentiellen Gb3Cer/CD77-Expression und dem
Grad der Zelldifferenzierung in malignem Pankreasgewebe besteht (P = 0,039, t= 0,396).
Schlecht differenzierte Tumore zeigten somit eine signifikant erhohte differentielle
Gb3Cer/CD77-Expression.  Dagegen wurde keine Korrelation zwischen dem
histomorphologischen Grading und der Gb3Cer/CD77-Expression in den untersuchten

Kolonkarzinomproben nachgewiesen [DISTLER et al., 2009].
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Abbildung 3-23: Boxplots der Gb3Cer/CD77-Expression in Normal- und Tumorgeweben des Pankreas
(A) und des Kolons (B).
Die Boxen der Stichproben werden unten und oben von den 25%- sowie 75%-Perzentilen begrenzt. Die Linie in
der Box kennzeichnet den Median und das Quadrat das arithmetische Mittel. Die beiden Kreuze markieren den
hochsten beziehungsweise den niedrigsten Datenpunkt. (A) Eine erhdhte Expression an Gb3Cer/CD77 liegt in
malignem Gewebe im Vergleich zu gesundem Gewebe vor. Diese Erhohung ist jedoch nicht signifikant
(P=0,189, n= 21 Patienten). (B) Die Gb3Cer/CD77-Expression in den malignen Geweben unterscheidet sich
signifikant von der Gb3Cer/CD77-Expression im Normalgewebe (*, P=0,021, n=16 Patienten). (C)
Korrelation  zwischen der Gb3Cer/CD77-Expression in  Pankreaskarzinomgeweben und dem
Differenzierungsgrad (G) (n= 20 Patienten; von Patient 26 lagen keine entsprechenden Daten vor, vergleiche
auch Tabelle 3-9). Die Tumorproben wurden entsprechend ihrer Differenzierung in zwei Gruppen eingeteilt:
G <2 (n=14 Patienten) und G>2 (n=6 Patienten). Die Tumore mit G>2 zeigen eine signifikant erhdhte
differentielle Gb3Cer/CD77-Expression (¥, P= 0,039, t=0,396) [DISTLER et al., 2009].
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4  DISKUSSION

4.1 DC-IR-MALDI-o-TOF-MS

Bei der DC-IR-MALDI-o-TOF-MS handelt es sich um eine Technik, die es ermdglicht,
immungefirbte GSL bis in den unteren Nanogrammbereich direkt auf der DC-Platte zu
detektieren. Grundvoraussetzung fiir das Gelingen der Methode stellt hierbei die Entfernung
des Plexigum-Fixativs dar, welches den Ionisierungsprozess storen beziechungsweise
verhindern wiirde, aber fiir den vorgeschalteten Overlay-Assay unerlédsslich ist. Durch
mehrmaliges Eintauchen der DC-Platten in Chloroform wird das Plexigum entfernt. Bei
diesem Vorgang bleiben sowohl die GSL als auch das blaue BCIP-Prézipitat auf der
Kieselgelschicht der DC-Platte erhalten. Dies ermoglicht die eindeutige Zuordnung der
Protein-detektierten GSL bei der anschlieBenden massenspektrometrischen Analyse. Auch fiir
die indirekte MS von immungefirbten GSL aus Kieselgelextrakten [MEISEN et al., 2004,
2005] sowie fiir die direkte UV-MALDI-MS, wie sie fiir die Detektion von immungeférbtem
asialo GM1 (= Gg4Cer) auf der DC-Platte beschrieben wurde [NAKAMURA et al., 2006], muss
zunédchst das Plexigum-Fixativ vor Durchfiihrung der massenspektrometrischen Analytik
entfernt werden. An dieser Stelle ist anzumerken, dass bei der Messung der GSL, die mit
unterschiedlichen Detektionssystemen auf der DC-Platte nachgewiesen wurden, die
verschiedenen Nachweisproteine keinen storenden Einfluss auf die DC-IR-MALDI-o-TOF-
MS hatten. Dies gilt sowohl fiir die mit den GSL interagierenden priméren poly- und
monoklonalen Antikorper, bakteriellen Toxine und pflanzlichen Lektine mit ihren
entsprechenden Primérantikorpern und die jeweiligen mit alkalischer Phosphatase

konjugierten Sekundérantikdrpern als auch fiir das blaue BCIP-Prézipitat.

Im Vergleich zu verschiedenen indirekten Verfahren, bei denen die DC und die MS zur
Analyse von GSL kombiniert werden [STROUD et al., 1998; HILDEBRANDT et al., 1999;
MEISEN et al., 2004; MEISEN et al., 2005; NIIMURA et al., 2006], besitzt die direkte DC-MS
den Vorteil, dass aufwendige, arbeitsintensive Extraktionsschritte, die meist mit einem
Materialverlust einhergehen, entfallen [CHAI et al., 2003; O’CONNOR et al., 2004; IVLEVA et
al., 2004, 2005; DREISEWERD et al., 2005; NAKAMURA et al., 2006; ROHLFING et al., 2007].
So wurden schon in den frithen 1980er erste Versuche unternommen, die MS mit der DC zu

koppeln, um GSL in situ (das heiflt direkt auf der DC-Platte) zu analysieren [UNGER et al.,
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1981; KUSHI AND HANDA, 1985]. Eine wesentliche Verbesserung in der Sensitivitdt und
Massengenauigkeit gegeniiber diesen ersten Versuchen, die mit SI (Sekundérionen, engl.
secondary ion)-MS und FAB (fast atom bombardment)-MS durchgefiihrt wurden, konnte mit
dem Einsatz der UV-MALDI-MS erzielt werden, da sich Verunreinigungen und ein hoher
Salzgehalt in der Probe weniger storend auf den MALDI- als auf den SI- oder FAB-
vermittelten lonisierungsprozess auswirken [GUITTARD ef al, 1999]. Auch der
Massenanalysator spielt eine entscheidende Rolle. Beim Einsatz von axial-TOF Geréten fiihrt
die UnregelméBigkeit der Silikaoberfliche bei der DC-MALDI-MS, im Vergleich zu
konventionellen =~ MALDI-Protokollen, zu einer immensen Verschlechterung der
Massengenauigkeit. Durch die Entkopplung des Ionisierungsprozesses von der Massenanalyse
kann dieses Problem umgangen werden. Massenanalysatoren, bei denen dies der Fall ist, sind
Fouriertransform-lonencyclotronresonanz  (FT-ICR)- sowie 0-TOF-Massenspektrometer
[GUITTARD et al, 1999; DREISEWERD ef al., 2005]. Ausgangspunkt fiir die
massenspektrometrische Analyse von immungefirbten GSL in der vorliegenden Arbeit stellen
die Experimente von Dreisewerd et al. [2005] dar, bei denen mit einem IR-Laser und einem

0-TOF-Analysator verschiedene GM3-Varianten auf der DC-Platte charakterisiert wurden.

Nakamura et al. [2006] waren die Ersten, die die DC-Immundetektion mit der MS gekoppelt
haben. Sie setzten die UV-MALDI-TOF-MS zur Messung von immungefirbtem asialo-GM1
(= Gg4Cer) ein. Das Detektionslimit fiir MS/MS-Analysen lag hierbei bei 60 ng. Der Vorteil
von IR-Lasern gegeniiber UV-Lasern besteht darin, dass IR-Laser einige Mikrometer in die
Silikaoberfliche eindringen konnen und somit bei der Messung mehr Material abtragen
[BERKENKAMP et al., 1998; DREISEWERD, 2003; DREISEWERD et al., 2005; ROHLFING et al.,
2007]. Die Eindringtiefe von UV-Lasern hingegen betrdgt im besten Falle nur ca. 100 nm
[DREISEWERD, 2003]. Beim UV-MALDI-Prozess werden zudem hauptsidchlich die
Analytmolekiile, die in die Matrixkristalle auf der Silikaoberfliche eingebunden sind,
desorbiert und ionisiert. Je tiefer der Laser nach einigen Schiissen/Pulsen in das matrixfreie
Silikagel dringt, desto stdrker die Abnahme des GSL-lonensignals. Somit ldsst sich bei
Messungen, bei denen eine Fliissigmatrix und ein IR-Laser zur Ionisierung des Analyten auf
und im Kieselgel eingesetzt wurden, eine hohere Sensitivitdt erzielen. In der vorliegenden
Arbeit konnte im Falle von nLc4Cer (d18:1, C16:0) ein Detektionslimit von 0,6 ng erreicht

werden (vergleiche Ergebnisse, Abbildung 3-3).

Ein Nachteil der IR-MALDI-o-TOF-MS bestand darin, dass mit dem eingesetzten Gerit keine
MS/MS- oder MS"-Experimente durchgefiihrt werden konnten. Aus diesem Grund sollte im
Fokus zukiinftiger Arbeiten die Kopplung der IR-MALDI-Quelle mit Massenspektrometern,
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wie zum Beispiel einem FT-ICR-Gerit, stehen. Neben der hohen Auflosung und der
Massengenauigkeit, die diese Gerdte liefern [VULKELIC ef al., 2005], konnten sowohl
MS/MS- als auch MS"-Analysen von immungefirbten GSL direkt auf der DC-Platte
durchgefithrt werden [O’CONNOR et al., 2004], welche es ermoglichen, detailliertere

Strukturinformationen zu erhalten.

Es konnte gezeigt werden, dass sich die DC-IR-MALDI-0-TOF-MS nicht nur zur Analyse
von aufgereinigten Referenzsubstanzen einsetzen ldsst, sondern auch zur Untersuchung von
GSL aus Geweberohextrakten geeignet ist. Somit kann auf arbeitsintensive
Aufreinigungsschritte, wie Anionenaustauschchromatographie (zur Trennung von neutralen
GSL und Gangliosiden), Adsorptionschromatographie oder
Hochleistungsfliissigchromatographie [MUTHING, 2000] sowie préparativer DC zur
Gewinnung von einzelnen GSL-Fraktionen verzichtet werden. Der einzige
Aufreinigungsschritt, der bei der Extraktion der (Glykosphingo)lipide aus den Geweben
erfolgt, besteht in der Verseifung koextrahierter Phospholipide und Triacylglyceride, gefolgt
von einer Dialyse zur Entfernung der Salze. Dieser Aufarbeitungsschritt ist unerlésslich, da
koextrahierte Phospholipide die dominierende Substanzklasse in Lipidrohextrakten aus
Geweben darstellen und sie somit die Analyse der GSL negativ beeinflussen, indem sie bei
Durchfiihrung der DC das Chromatogram iiberladen und die Trennung storen. Durch den
Einsatz von Gesamtlipidextrakten wird somit zum Einen das Risiko verkleinert, dass durch
Standardaufreinigungsverfahren GSL verloren gehen, und zum Anderen wird bei der Analyse
gewihrleistet, dass man hiermit eine Probe vorliegen hat, die das komplette
,,Glykosphingolipidom* eines bestimmten Zelltyps, Gewebes oder Organs enthélt. Die
geringste Menge an Gewebe (humanes Pankreasgewebe), aus dem bis dato GSL extrahiert
und noch aussagekriftige Spektren erhalten wurden, entsprach 2 mg Gewebefeuchtgewicht
(Daten in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt). Dieses Downscaling der DC-IR-MALDI-o-
TOF-MS stellt einen viel versprechenden Ansatz dar, da sich in Zukunft Gewebe in
Biopsiegroe von wenigen Milligramm analysieren lassen und man Patientenproben bereits in
einem frithen Stadium préoperativ auf die Expression von tumorassoziierten GSL untersuchen

konnte.

Unter dem Glykom fasst man die komplette, zelluldre Ausstattung eines Organismus mit
Glykanen, Glykoproteinen und Glykolipiden, aber auch alle Gene und Genprodukte, die fiir
deren Synthese, Bindung oder auch deren Regulation verantwortlich sind, zusammen. Neue
Ansitze zur Erforschung des Glykoms helfen die Prozesse, welche der Entwicklung von

Krebs und anderen Krankheiten zugrunde liegen, zu verstehen [MIYAMOTO et al., 2006]. Die
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,Funktionale Glykomik® bedient sich verschiedener Hochdurchsatz-Techniken, wie zum
Beispiel Glykan-Arrays, um das Glykom beziehungsweise die strukturelle, funktionale und
physiologische Rolle von Glykanen, Glykoproteinen und Glykolipiden zu entschliisseln
[FEI1ZI, 2000a; FUKUI et al., 2002; FEIZI AND CHAI, 2004; MORELLE AND MICHALSKI, 2005;
PILOBELLO AND MAHAL, 2007]. Einen Meilenstein in der Entwicklung von Glyko-/Glykan-
Arrays stellt die Etablierung der Neoglykolipidtechnologie dar. Das Grundprinzip dieser
Technik besteht darin, von verschiedenen Glykokonjugaten wie Glykoproteinen und Muzinen
abgespaltene Oligosaccharide auf ein Rezeptorlipid, zum Beispiel Phosphatidylethanolamin,
zu transferieren [FEIZI et al., 1994]. Die so konstruierten Neoglykolipide eignen sich fiir
zahlreiche Analyseverfahren, die zuvor bereits fiir die Charakterisierung von natiirlich
vorkommenden GSL entwickelt wurden. Dazu gehoren die DC-Overlay-Technik [MAGNANI
et al., 1987] und die in situ DC-Flissigkeits-Sekundirionen-Massenspektrometrie (DC-LSI-
MS) [CHALI et al., 2003]. Je nach Fragestellung und Komplexitit des Ausgangsmaterials findet
somit die DC-MS auch Einsatz zur Charakterisierung von Oligosacchariden, die urspriinglich
an ein Protein gebunden waren und nach Transfer auf einen Lipidanker wesentlich einfacher
strukturell charakterisiert werden konnen [FUKUI et al., 2002; FEIzI AND CHAI, 2004]. In
diesem Kontext stellt die DC-IR-MALDI-o-TOF-MS von immundetektierten GSL eine

interessante Methode dar und wird zukiinftig eine wichtige Rolle spielen.

4.2 TUMORASSOZIIERTE GSL IN PANKREAS- UND
KOLONTUMOREN

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es sich sowohl bei den CD75s- und
1s0-CD75s-Gangliosiden als auch bei dem neutralen GSL Gb3Cer/CD77 um
Zelloberflaichenmolekiile handelt, die in Tumoren sehr héufig in erhohter Konzentration
auftreten. Diese tumorassoziierten GSL sind in den letzten Jahren sowohl in der
Tumordiagnostik als auch in der Tumortherapie als potentielle Targets ins Zentrum des
Interesses geriickt [CHU et al., 2000; FREDMAN et al., 2003; KANNAGI et al., 2008]. Durch
seine multivalente Prisentation auf der Zelloberfliche in den Lipid-Rafts der Zellmembran
iibt der Oligosaccharidpart der GSL eine starke Affinitdt gegeniiber seinem Liganden aus
[LUNDQUIST AND TOONE, 2002]. Somit stellen GSL grundsétzlich hervorragende Kandidaten

fiir zielgerichtete Therapien mit Lektinen, Toxinen und monoklonalen Antikdrpern dar.



4 DISKUSSION 119

Kiirzlich wurden zwei monoklonale Antikdrper, SC104 [DURRANT et al., 2006] und 14F7
[ROQUE-NAVARRO et al., 2008], die gegen den Oligosaccharidteil von tumorassoziierten
Gangliosiden gerichtet sind, beschrieben. Es wurde am Beispiel von malignen Kolonzellen
gezeigt, dass SC104 hierbei auf klassischem Weg direkt die Apoptose der Zellen induziert,
ohne hierzu Effektorzellen und/oder Komponenten des Komplementsystems zu bendtigen
[DURRANT et al., 2006]. Der zelluldire GSL-Rezeptor von SC104 konnte bis dafo noch nicht
eindeutig charakterisiert werden. Man geht aber zumindest davon aus, dass es sich um ein
Sialyltetraosylceramid handelt, wobei GM1 und Sialyl Lewis X als Targetstrukturen
ausgeschlossen werden konnen [DURRANT et al., 2006]. Im Gegensatz zu SC104 wird der
Zelltod durch 14F7 mittels eines neuen Mechanismus, der nicht apoptotisch verlduft,
ausgelost. Auch in diesem Fall ist der zytotoxische Effekt Komplement unabhéngig [ROQUE-
NAVARRO et al., 2008]. Neben monoklonalen Antikérpern werden, wie schon in Kapitel 1.5
beschrieben, auch pflanzliche und bakterielle Toxine mit GSL-Bindeeigenschaften erforscht,
um sie fiir klinische Zwecke nutzen zu kénnen. Von besonderem Interesse sind die Ribosmen-
inaktivierenden Proteine ML-I aus der Mistel und dessen rekombinantes Pendant rViscumin,
die spezifisch CD75s-Ganglioside erkennen [MUTHING et al., 2002, 2004], sowie Stx1 aus
EHEC-Stimmen, das mit hoher Affinitit an Gb3Cer/CD77 bindet [JANSSEN et al., 2006;

FALGUIERES et al., 2008].

4.2.1 CD75s-Expressionsanalyse in humanen Pankreaskarzinomen

Die Analyse der Pankreaskarzinomgewebeproben auf CD75s-Ganglioside ergab, dass in
42,1% der Fille (n=38) IV’Neu5Ac-nLc4Cer (CD75s-1-Ganglioside) im Tumorgewebe
moderat bis stark tiberexprimiert werden. Mittels Vorzeichentest konnte auch statistisch belegt
werden, dass sich die Expression von CD75s-1-Gangliosiden im Tumorgewebe hoch
signifikant von der im gesunden Gewebe unterscheidet (P=0,001). Somit konnte bei
Pankreaskarzinomen IV°Neu5Ac-nLc4Cer (CD75s-1-Gangliosid) eindeutig als  ein

tumorassoziiertes GSL identifiziert werden.

In malignem Humangewebe finden sich haufig tumorinfiltrierende Zellen des Immunsystems,
wie zum Beispiel Makrophagen [ECSEDY et al., 1998] oder Granulozyten [MACHER et al.,
1982]. Wenn dies der Fall ist, stellen sie einen Teil der Zellpopulation des malignen Gewebes
dar und tragen somit auch zur GSL-Zusammensetzung der Lipidextrakte aus Tumoren bei
[MACHER et al., 1982; ECSEDY et al., 1998]. Wihrend sowohl CD75s-1- und CD75s-2-
Ganglioside als auch iso-CD75s-1- und iso-CD75s-2-Ganglioside von Granulozyten in hohem
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MafBe exprimiert werden, treten sie in Monozyten beziehungsweise Makrophagen lediglich in
sehr geringen Mengen auf [KIGUCHI ef al., 1990; MUTHING et al., 1993; YOHE et al., 2001].
Aus diesem Grund wurde das Tumorgewebe mittels Immunfluoreszenzmikroskopie
untersucht, um falsch positive Ergebnisse, welche auf tumorinfiltrierende Leukozyten
zurlickzufiihren sind, ausschlieBen zu konnen. Bei den fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen wurden nur vereinzelt Immunzellen beobachtet, die im Vergleich zum malignen
Gewebe lediglich sehr schwache CD75s-Gangliosidexpression zeigten. Auch das Fehlen von
CD75s-2-Gangliosiden in den Gewebextrakten weist darauf hin, dass die im Overlay-Assay
detektierten IV°Neu5Ac-nLc4Cer-Varianten tatsichlich aus malignen Pankreaszellen und
nicht aus Leukozyten stammen. In gesundem Vergleichsgewebe wurden mittels
Immunfluoreszenz keine Leukozyten detektiert; auch konnten nur sehr vereinzelt schwach
CD75s-positive Pankreaszellen nachgewiesen werden. Somit bestdtigen die Ergebnisse der
Immunfluoreszenzmikroskopie die Tumorassoziation von IV®Neu5Ac-nLc4Cer (CD75s-1-

Ganglioside) in Pankreaskarzinomen.

Mitte der 1980er untersuchten Nilsson ef al. [1985] stichprobenartig Karzinome
verschiedenen Ursprungs (Kolon/Rektum, Pankreas, Magen, Lunge, Niere, Brust, Uterus) auf
ithren Gehalt an CD75s-Gangliosiden. In dieser Studie zeigten insbesondere kolorektale sowie
Lungenkarzinome eine erhohte CD75s-Gangliosidexpression. Aber auch in allen anderen
Tumoren konnte eine CD75s-Gangliosidexpression verzeichnet werden, wobei 4 von 7
Pankreaskarzinomen CD75s-positiv. waren. In den entsprechenden gesunden, adulten
Geweben konnten keine oder lediglich geringe Mengen an CD75s-Gangliosiden
nachgewiesen werden. Gesundes Pankreasgewebe (n=2) zeigte keine CD75s-
Gangliosidexpression. Die in selbiger Studie zur DC-Immundetektion eingesetzten Mengen
an GSL-Extrakt entsprachen 3mg bis 50 mg Gewebefeuchtgewicht. Im Jahre 1990
beobachteten Taki et al, dass Sialyl(a2-6)paraglobosid (= CD75s-1-Gangliosid) auch in
Lebertumoren in erhohter Konzentration vorliegt. Miithing et al. [2005] konnten ebenfalls
eine Erhohung der CD75s-Gangliosidexpression in malignen Leber- (n = 3), Kolon- (n = 2),
Magen- (n=3) und Pankreaskarzinomen (n=1) nachweisen, wobei das maligne
Pankreasgewebe die stirkste Uberexpression zeigte. Die Ergebnisse der verschiedenen
Studien stehen somit im Einklang mit den Daten der vorliegenden Arbeit. Sie zeigen dariiber
hinaus, dass die erh6hte Expression an CD75s-Gangliosiden nicht nur ein Charakteristikum

fiir Pankreastumoren, sondern auch in anderen Organen ein Indikator fiir Malignitit ist.

Die Analyse der Genexpression von Sialyltransferasen, die fiir den Transfer von Neu5Ac auf

Glykoproteine und GSL in 02-6- oder o2-3-Konfiguration verantwortlich sind, ist eine
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weitere Moglichkeit, Informationen iiber den Sialylierungsgrad von Tumorgeweben zu
erhalten. Uber diesen molekularbiologischen Ansatz wurden bereits in zahlreichen Studien
Daten gewonnen. Allerdings konnte kein quantitativer Zusammenhang zwischen dem mRNA-
Gehalt der Sialyltransferasen, ihrer Enzymaktivitdt auf Proteinebene und der tatsdchlichen
Menge an entsprechenden Sialylglykokonjugaten festgestellt werden. Vielmehr scheint die
Expression eines sialylierten Oligosaccharids an verschiedenen Stellen seines Synthesewegs
reguliert zu werden. Sialyltransferasen vollziehen oftmals lediglich den letzten Schritt im
Biosyntheseweg von sialylierten Oligosacchariden. In den bisher durchgefiihrten Studien
konnte gezeigt werden, dass kein direkter Zusammenhang zwischen der Expression von 02-6-
Sialyltransferasen und der ihrer Produkte besteht [DALL’OLIO, 2000; DALL’OLIO AND
CHIRICOLO, 2001; DALL’OLIO et al., 2004]. Diese Fakten stehen im Einklang mit Daten, die
in Vorarbeiten (Diplomarbeit Ute Distler [2005]) gewonnen wurden. Auch hier konnte keine
Korrelation zwischen der Expression des Enzyms ST6Gall (B-Galactosid o2,6-
Sialyltransferase), das fiir die terminale Sialylierung des GalB4GlcNAc-Restes auf CD75s-
Gangliosiden sowie flir die Sialylierung von Glykoproteinen mit CD75s-Epitopen
verantwortlich ist [DALL’OLIO, 2000], und der Expression von CD75s-Gangliosiden in
Pankreas- und Kolonkarzinomgeweben festgestellt werden. Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Arbeit auf den Einsatz molekularbiologischer Methoden, wie zum Beispiel der
Reversen  Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR, reverse transcription
polymerase chain reaction) verzichtet. Die RT-PCR stellt somit eine ungeeignete Methode
dar, wenn es gilt, herauszufinden, ob ein Pankreaskarzinompatient aufgrund einer starken
Uberexpression an CD75s-Gangliosiden auf der Tumorzelloberfliche fiir eine Therapie mit

rViscumin in Betracht gezogen werden kann.

Wie bereits in den Abschnitten 1.5.1 und 1.5.2 erldutert, zeigten sowohl das ML-I als auch das
rViscumin einen anti-Tumor Effekt im Tiermodell [SCHUMACHER et al., 2000; ELSASSER-
BEILE et al., 2001; ROSTOCK et al., 2005; THIES et al. 2008]. Im Falle von ML-I wurde in
verschiedenen Studien der zytotoxische Effekt auf Tumorzellen auch in vitro nachgewiesen
[BANTEL ef al. 1999; VALENTINER ef al., 2002; PRYME et al., 2006]. Allerdings wurde bis dato
in keiner der Studien genauer untersucht, ob eine Korrelation zwischen der Expression des
ML-I-Rezeptors und dem zytopathischen Effekt des Lektins besteht. Somit sollte in
zukiinftigen Arbeiten die Expression von CD75s-1-Gangliosiden in
Pankreaskarzinomzelllinien untersucht und in diesem Kontext tiberpriift werden, ob ein
Anstieg der Expression von CD75s-1-Gangliosiden mit einer erhohten Zytotoxizitdt des ML-I

beziehungsweise des rViscumins einhergeht.
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GSL scheinen zudem eine Rolle bei der Resistenz von Tumorzellen gegeniiber
konventionellen Chemotherapeutika zu spielen [GOUAZE-ANDERSSON AND CABOT, 2006].
Valentiner et al. [2002] konnten =zeigen, dass Mistellektine in vitro einen starken
zytotoxischen Effekt auf Multidrug-resistente Kolonkarzinomzellen haben. Somit kdnnten
ML-I beziehungsweise rViscumin vor allen Dingen auch fiir die Behandlung von Patienten im
fortgeschrittenen Tumorstadium, die eine Resistenz gegen konventionelle Radio- und
Chemotherapeutika aufweisen, interessant sein. Die Vertriglichkeit der beiden Lektine wurde
bereits in zahlreichen klinischen Studien erfolgreich getestet [STAUDER AND KREUSER, 2002;

HABECK, 2003; SCHOFFSKI et al., 2004; SCHOFFSKI et al., 2005; BERGMANN et al., 2008].

Schlecht- beziehungsweise undifferenzierte Tumore (G > 2) unterschieden sich signifikant in
ithrer CD75s-1-Gangliosidexpression von méBig differenzierten Tumoren (G = 2). Dies galt
sowohl flir die absolute (P=0,049) als auch fiir die differenticlle CD75s-1-
Gangliosidexpression (P =0,049). In beiden Fillen konnte eine signifikant erhohte CD75s-1-
Gangliosidexpression in der Gruppe der schlecht differenzierten beziehungsweise
undifferenzierten Tumore festgestellt werden (P =0,028 beziehungsweise P = 0,011). Eine
schlechte Differenzierung des Tumors ist oftmals mit einer ungiinstigen Prognose fiir den
Patienten verbunden. Hedlund et al. [2008] waren die Ersten, die anhand von in vivo-
Experimenten zeigen konnten, dass die 02-6-Sialylierung von Glykokonjugaten einen
Einfluss auf die Differenzierung von Karzinomen hat und mit einem schlecht differenzierten
Phinotyp korreliert. Diese Studie bestétigt die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. Da eine
Korrelation zwischen der Expression von o2-6-sialylierten CD75s-1-Gangliosiden und
schlecht differenziertem Gewebe besteht, konnten CD75s-1-Ganglioside somit in Zukunft
moglicherweise auch zur Abschédtzung der Prognose von Patienten interessant werden. In
diesem Zusammenhang ist zu erwidhnen, dass sialylierte Antigene moglicherweise auch
prognostische Informationen {iiber Metastasen liefern [ICHIKAWA ef al., 2000]. Die
Dissemination (Ausbreitung) der malignen Tumorzellen des Primdrtumors iiber den
lymphatischen und/oder den hdmatogenen Weg wird als eine Ursache der Metastasenbildung
und der Wiederkehr eines Tumors angesehen. Eine Studie von Ichikawa et al. [2000] weist
auf einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten disseminierter Zellen/Metastasen und einer
Expression sialylierter Antigene im Primértumor hin. Unter diesem Aspekt sollte in
weiterfiihrenden Experimenten untersucht werden, ob auch CD75s-1-Ganglioside eine Rolle
bei der Metastasierung spielen und eventuell einen prognostischen Marker fiir die Wiederkehr

einer Tumorerkrankung darstellen.
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4.2.2 iso-CD75s-Expressionsanalyse in humanen Pankreaskarzinomen

Bei der Analyse der Pankreaskarzinomproben auf iso-CD75s-Ganglioside zeigten 65,8% der
Tumoren (n=38) im Vergleich zu entsprechendem gesunden Gewebe eine moderate bis
starke Uberexpression an IV°Neu5Ac-nLc4Cer (iso-CD75s-1-Gangliosiden). Die iso-CD75s-
1-Gangliosidexpression unterschied sich hierbei hoch signifikant von der im gesunden
Gewebe (P=0,001), so dass auch IV’Neu5Ac-nLc4Cer (iso-CD75s-1-Gangliosid) als
tumorassoziiertes Molekiil identifiziert werden konnte. Hierbei ist anzumerken, dass im
Vergleich zu den CD75s-1-Gangliosiden iso-CD75s-1-Ganglioside auch in geringen

Konzentrationen in den untersuchten gesunden Geweben nachgewiesen werden konnten.

Mittels fluoreszenzmikroskopischer Analyse von Kryoschnitten der malignen und gesunden
Pankreasgewebe konnte auch in diesem Fall ausgeschlossen werden, dass die Ergebnisse des
Overlay-Assays durch die Koextraktion von iso-CD75s-Gangliosiden aus Granulozyten und
Makrophagen verfilscht wurden. Lediglich vereinzelte, leukozytédre Zellen, die schwach iso-
CD75s-Ganglioside exprimierten, wurden im Karzinomgewebe nachgewiesen. Zudem waren
im Overlay-Assay keine VI’NeuS5Ac-nLc6Cer-Spezies, die sehr stark in Granulozyten
exprimiert werden, bei der Analyse der Gewebeextrakte detektierbar. Somit stammt das im
Overlay-Assay identifizierte IV°Neu5Ac-nLc4Cer tatsichlich aus malignem Pankreasgewebe
und nicht aus tumorinfiltrierenden Leukozyten. Als tumorassoziierte Struktur stellen die iso-
CD75s-1-Ganglioside interessante Targets fiir (ziel)gerichtete Therapien mit humanisierten

monoklonalen Antikdrpern dar.

Es konnte weder ein Zusammenhang zwischen den pathologischen Eigenschaften nach der
TNM-Klassifikation noch dem Differenzierungsgrad der Pankreaskarzinome und der iso-
CD75s-1-Gangliosidexpression ~ festgestellt ~ werden.  Allerdings  zeigten  maligne
Pankreasgewebe mit einer erhohten CD75s-1-Gangliosidexpression auch eine Akkumulation
an is0-CD75s-1-Gangliosiden (P =0,002, t=0,364). Auch die differentielle Expression an
CD75s-1- und is0-CD75s-1-Gangliosiden, die ein Mall der Verdnderung zwischen
Gangliosidexpression in Normal- und Tumorgewebe darstellt, korreliert in den malignen
Geweben (P = 0,023, t=0,260). Somit geht eine starke Erhohung der CD75s-1-
Gangliosidexpression in malignem Pankreasgewebe mit einer dhnlich starken Zunahme der
1s0-CD75s-1-Gangliosidexpression einher. In diesem Kontext sollte in weiterfithrenden
Expressionsanalysen untersucht werden, ob eine Korrelation zwischen der Expression von

CD75s-1- beziehungsweise iso-CD75s-1-Gangliosiden und der Expression gemeinsamer
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Vorlauferstrukturen, wie zum Beispiel nLc4Cer, bei dem es sich ebenfalls um ein

tumorassoziiertes GSL handelt [ TAKI ez al., 1984, 1985; MYOGA et al. 1988], besteht.

4.2.3 Gb3Cer/CD77-Expressionsanalyse in humanen Pankreas- und

Kolonkarzinomen

Bei einem GroBteil der Kolon- und der Pankreaskarzinome konnte eine deutlich erhohte
Gb3Cer/CD77-Expression festgestellt werden. Insgesamt zeigten 81,3% der Kolon- und
61,9% der Pankreastumore eine Uberexpression an Gb3Cer/CD77 im Vergleich zum
Normalgewebe. Die unterschiedliche Expression an Gb3Cer/CD77 in malignem gegeniiber
gesundem Kolongewebe erwies sich als signifikant (P = 0,021). Dieser Befund stimmt mit
den Daten, die Falguicres et al. [2008] kiirzlich publizierten, {iberein. Selbige Arbeitsgruppe
konnte sowohl in humanen KRK als auch in Lebermetastasen eine hoch signifikante
Uberexpression an Gb3Cer/CD77 nachweisen. Somit handelt es sich bei Gb3Cer/CD77 im
Falle von Kolonkarzinomen um ein tumorassoziiertes neutrales GSL. Auch bei den
Pankreaskarzinomen liegt eine Tumorassoziation vor, da 60,9% der Proben eine

Hochregulation von Gb3Cer/CD77 im Vergleich zu gesundem Gewebe zeigte (P = 0,189).

Gb3Cer/CD77 erweist sich somit als vielversprechende Targetstruktur flir potentielle
Therapeutika. So konnten Stx1 beziehungsweise die B-Untereinheit oder auch Derivate der B-
Untereinheit im Rahmen einer adjuvanten Therapie zur Behandlung von Patienten, die an
einem Kolon- oder Pankreaskarzinom erkrankt sind und eine Uberexpression an
Gb3Cer/CD77 zeigen, moglicherweise zum Einsatz kommen. Bei den Stx handelt es sich bis
dato um die einzigen bakteriellen Toxine, welche, analog zu pflanzlichen RIP, eine rRNA-N-
Glykosidase Aktivitdt aufweisen [STIRPE AND BATTELLI, 2006]. Vor allen Dingen die B-
Untereinheit erfiillt mehrere wichtige Kriterien, die fiir den Einsatz als Therapeutikum
beziehungsweise Targeting-Vektor essentiell sind [JOHANNES AND DECAUDIN, 2005]. Dies
sind zum einen die hohe Bindespezifitit an ihren zelluliren Rezeptor, die ein zellspezifisches
Targeting erlaubt, und zum anderen die Eigenschaft, physiologische Barrieren zu {iberwinden
und sowohl einem extra- als auch intrazelluliren Abbau stand zu halten. Weitere Vorteile
bestehen in der geringen immunogenen Wirkung und der schnellen Aufnahme der B-

Untereinheit in die Tumorzellen [JOHANNES AND DECAUDIN, 2005].

Nach Aufnahme in die Zelle entgeht das Stx1 dem intrazelluldren Abbau iiber retrograden

Transport, welcher offenbar von der Organisation der GSL in der Zellmembran abhéngt.



4 DISKUSSION 125

Lediglich GSL, die mit den Lipid-Rafts assoziiert sind, ,.transportieren” ABs Toxine auf dem
retrograden Weg und leiten die Toxine iiber frithe Endosomen und den Golgi Apparat zum ER
sowie zum Zellkern [FALGUIERES et al., 2001; LENCER AND SASLOWSKY, 2005]. Sobald das
Stx1 das ER erreicht, erfolgt die proteolytische Spaltung der A-Untereinheit in ein Aj- und A,-
Fragment sowie die Translokation des enzymatisch aktiven A;-Fragments in das Zytosol. Das
terminale  Galo4Gal-Disaccharid von  Gb3Cer/CD77  stellt zwar die primére
Erkennungsdomine fiir Stx1 dar, aber auch die Lénge der Fettsdurekette im Ceramidteil iibt
sowohl auf die Affinitdt von Stx1 zu Gb3Cer/CD77 [KIARASH et al., 1994, MAHFOUD et al.,
2008] als auch auf den retrograden Transport [ARAB AND LINGWOOD, 1998; LINGWOOD, 1999;
MUKHERJEE et al., 1999] einen entscheidenden Einfluss aus. So scheint der intrazelluldre
Transport des Toxins zum ER vor allen Dingen durch die Assoziation von Stxl mit
Gb3Cer/CD77-Spezies, welche kurzkettige Fettsduren (insbesondere C16) tragen, begiinstigt
zu sein, was in einer stdrkeren Sensitivitit der Zellen gegeniiber dem Toxin resultiert.
Gb3Cer/CD77-Varianten mit langkettigen Fettsduren (C22; C24) im Ceramid leiten die
Toxine {liber retrograden Transport nur bis zum Golgi-Apparat [ARAB AND LINGWOOD, 1998;
LINGWOOD, 1999]. Es wird angenommen, dass es sich bei diesem selektiven Transport von
der Zelloberfliche zum ER um einen neuen Signaltransduktionsweg handelt. Die
Transportroute zum ER korreliert mit einer ca. 1000-fachen Steigerung der Zytotoxizitdt von
Stx1 im Vergleich zur Route, die im Golgi-Apparat endet [ARAB AND LINGWOOD, 1998;
LINGWOOD, 1999]. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Pankreas- und
Kolonkarzinomgewebe zeigten mehrheitlich eine Hochregulation der Gb3Cer/CD77-Spezies
mit C16:0-Fettsdure, von der man annimmt, dass sie aufgrund des Toxintransports zum ER
mit der erhohten Sensitivitit von Zellen gegeniiber dem Stx1 assoziiert ist [ARAB AND

LINGWOOD, 1998; LINGWOOD, 1999].

Im Overlay-Assay konnte in 80% der Pankreas- und in 20% der Kolonkarzinomgewebe neben
den Gb3Cer/CD77 mit kurz- (C16) beziechungsweise langkettiger Fettsdure (C22, C23 oder
C24) eine weitere Spezies mit polarerem Laufverhalten detektiert werden. Die
massenspektrometrischen Analysen deuten auf eine Gb3Cer/CD77-Variante hin, die eine
hydroxylierte C16-Fettsdure im Ceramid besitzt. Hydroxylierte GSL-Spezies treten in
gesunden Geweben selten auf. Dagegen geht in malignen Zellen ein verdndertes
Glykosylierungsmuster hidufig mit einer Verdnderung im Ceramidprofil einher [HAKOMORYI,
1996]. Ganglioside aus Neuroblastomen zeigen zum Beispiel eine hohe Expression an o-
Hydroxyfettsduren [LADISCH et al, 1989]. Eine Hydroxylierung im Ceramid erhoht die
Bindungsaffinitdit von Stx an Gb3Cer/CD77 [BINNINGTON ef al., 2002]. Somit stellen
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hydroxylierte Gb3Cer/CD77-Spezies mdoglicherweise hocheffiziente Targets fiir die
onkologische Anwendung dar. Ein hoher Gehalt an hydroxyliertem Gb3Cer/CD77 konnte
auch in Ovarialkarzinomzellen nachgewiesen werden, welche eine Resistenz gegen die
Chemotherapeutika Taxol und Cisplatin zeigen. Beim Vergleich mit Taxol- und Cisplatin-
sensitiven Zellen konnte ein Zusammenhang zwischen einer starken Zunahme von
hydroxyliertem Gb3Cer/CD77 und der Resistenz gegen Antitumormittel festgestellt werden
[KIGUCHI et al., 2006]. In einer anderen Studie konnte eine hohe Expression an Gb3Cer/CD77
in Multidrug-resistenten primédren Ovarialkarzinomzellen, welche eine Hypersensitivitit
gegeniiber dem Stx1 aufwiesen, festgestellt werden [FARKAS-HIMSLEY et al, 1995;
LINGWOOD, 1999]. Somit konnte das Stx1 oder eines seiner Derivate, dhnlich wie ML-I und
rViscumin, insbesondere zur Behandlung von Tumoren in forgeschrittenem Stadium, die

gegen herkommliche Therapeutika resistent sind, interessant sein.

Bei der histologischen Untersuchung von Gewebeschnitten aus Pankreas- und
Kolonkarzinomen konnte neben der Hochregulation von Gb3Cer/CD77 im malignen
Epithelgewebe auch eine hohe Expression an Gb3Cer/CD77 in neovaskuldren Endothelzellen
nachgewiesen werden. Da Tumore iiber die Blutbahn Néhrstoffe und Sauerstoff beziehen, ist
die Angiogenese fiir das Tumorwachstum von essentieller Bedeutung. Die Idee, das
BlutgefiBwachstum zu hemmen und somit Tumore ,auszuhungern”, liefert einen
vielversprechenden Ansatz fiir die Tumortherapie. So konnten mit dem Einsatz des
humanisierten monoklonalen Antikérpers Bevacizumab (Avastin), der spezifisch an das
tumorassoziierte Zelloberflichenmolekiil VEGF, das bei der Ausbildung von neovaskulédrem
Endothel eine entscheidene Rolle spielt, bindet, in klinischen Studien bereits erste Erfolge
erzielt werden [WEITZ et al., 2005; KLEIN AND GOTTFRIED, 2007; GOODIN, 2008]. Eine
relevante Expression an Gb3Cer/CD77 war zuvor schon in der tumorversorgenden
Neovaskulatur bei Ovarialkarzinomen sowie deren Metastasen [FARKAS-HIMSLEY et al.,
1995], Astrozytomen und Neuroblastomen [LINGWOOD, 1999] gezeigt werden. Lingwood et
al. [1999] ist es bereits gelungen, durch Gabe von Stx1 humane Astrozytom-
Xenotransplantate in Nacktmiusen langfristig zu eliminieren. Hierbei konnte sowohl bei den
Tumor- als auch bei den Endothelzellen der Neovaskulatur eine starke Stx1-vermittelte
Apoptose beobachtet werden. Dies bedeutet, dass die Riickbildung und Eliminierung des
Tumors nicht nur auf eine antineoplastische, sondern auch auf eine antiangiogenetische

Wirkung des Stx1 zuriickzufiihren ist.

In malignen Pankreasgeweben konnte eine Korrelation zwischen der differentiellen

Gb3Cer/CD77-Expression und dem Grad der Zelldifferenzierung nachgewiesen werden
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(P=0,039, T=0,396). Diese Ergebnisse lassen den SchluB3 zu, dass Gb3Cer/CD77, dhnlich
wie CD75s-1-Ganglioside, ein potentieller Marker fiir schlecht differenzierte
Pankreaskarzinome und somit auch fiir eine ungiinstige Prognose sein konnten. Es konnte
jedoch kein Zusammenhang zwischen der Gb3Cer/CD77-Expression und weiteren klinischen
Parametern wie der Ausdehnung des Tumors, dem Lymphknotenbefall etc. gefunden werden.
In malignem Kolongewebe konnte weder eine Korrelation zwischen der Expression an
Gb3Cer/CD77 und der anatomischen Ausbreitung des Tumors (TNM-Klassifikation) noch
zwischen dem Gehalt an Gb3Cer/CD77 und dem histomorphologischen Grading festgestellt

werden. Falguiéres et al. [2008] kamen zu demselben Ergebnis.
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GSL spielen eine Schliisselrolle in vielen biologischen Prozessen, einschlieBlich der
Tumorgenese. Die GSL-Analytik erfihrt dank moderner, massenspektrometrischer Methoden
einen rasanten Fortschritt. In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Technik zur
strukturellen Charakterisierung von GSL entwickelt, die auf der direkten Kopplung der IR-
MALDI-0-TOF-MS und des DC Overlay-Assays beruht. Hierbei werden drei komplementére
Methoden miteinander kombiniert: 1) die Trennung der GSL mittels DC, 2) ihre Detektion mit
Oligosaccharid-spezifischen Proteinen und 3) die in situ MS von Protein-detektierten GSL.
Die hohe Spezifitit und Sensitivitit der DC-IR-MALDI-0-TOF-MS konnten anhand
verschiedener Detektionssysteme demonstriert werden. Es lieBen sich sowohl GSL, die mit
poly- und monoklonalen Antikorpern auf der DC-Platte detektiert wurden, als auch GSL, die
mit verschiedenen Toxinen nachgewiesen wurden, massenspektrometrisch charakterisieren.
Die Methode ermdglicht die Messung von GSL direkt auf der DC-Platte bis in den unteren
Nanogrammbereich. Im besten Fall lag das Detektionslimit bei 0,6 ng. Zudem konnte gezeigt
werden, dass fiir die DC-IR-MALDI-o-TOF-MS lediglich geringe Mengen an GSL aus
Geweberohextrakten erforderlich sind und somit arbeitsintensive Aufreinigungsverfahren, die
mit einem Materialverlust einhergehen, entfallen. Die Technik ldBt sich erfolgreich zur
Identifikation von tumorassoziierten GSL aus allen bisher untersuchten humanen Karzinomen
einsetzen. Somit erdftnet die in situ DC-IR-MALDI-o-TOF-MS immundetektierter GSL neue
Moglichkeiten zur spezifischen Charakterisierung von Nanogrammmengen an GSL aus sehr

kleinen Gewebeproben im Milligrammbereich ohne aufwendige GSL-Isolierungsverfahren.

Nach Etablierung dieser Technik wurden GSL-Expressionsanalysen in humanen Pankreas-
und Kolonkarzinomgeweben durchgefithrt. Mittels DC-Immundetektion konnte gezeigt
werden, dass es sich im Falle der 02-6-sialylierten CD75s-1-Ganglioside sowie der isomeren
02-3-sialylierten 1s0-CD75s-1-Ganglioside in Pankreaskarzinomgeweben um
tumorassoziierte Strukturen handelt. Im Vergleich zu gesundem Pankreasgewebe zeigten
42,1% der Pankreaskarzinome eine Uberexpression an CD75s-1-Gangliosiden und 65,8%
einen erhohten Gehalt an iso-CD75s-1-Gangliosiden. Neben diesen beiden Gangliosiden
konnte auch das neutrale GSL Gb3Cer/CD77 als tumorassoziiertes Molekiil identifiziert
werden. Insgesamt wurde in 61,9% der Pankreastumoren und in 81,3% der Kolonkarzinome
eine erhohte Gb3Cer/CD77-Expression im Vergleich zu gesundem Kontrollgewebe

nachgewiesen. In allen Féllen konnten die Daten der DC-Overlay-Assays mittels
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fluoreszenzmikroskopischer und massenspektrometrischer Analysen bestétigt werden. Sowohl
bei den CD75s-1-Gangliosiden als auch bei Gb3Cer/CD77 konnte es sich um potentielle
Marker fiir eine ungiinstige Prognose bei einer Erkrankung an Pankreaskrebs handeln, da ihre
Expression mit einem schlecht- beziechungsweise undifferenzierten histomorphologischen

Phinotyp korreliert.

CD75s-1-Ganglioside und das neutrale GSL Gb3Cer/CD77 sind von besonderem Interesse, da
es sich bei ihnen um die Rezeptoren der Ribosomen-inaktivierenden Proteine ML-I/rViscumin
beziehungsweise Stx1 handelt, deren zyotoxische Effekte auf Tumorzellen in vitro und in vivo
bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen nachgewiesen werden konnten. Die Vertrdglichkeit

von rViscumin wurde unléngst in klinischen Phase-I-Studien an Patienten erfolgreich getestet.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die tumorassoziierten CD75s-1- und iso-CD75s-
1-Ganglioside sowie Gb3Cer/CD77 vielversprechende, hocheffiziente Targetstrukturen fiir
potentielle Adjuvanztherapien zur Behandlung von Pankreas- und, im Falle von
Gb3Cer/CD77, auch fiir Kolonkarzinome darstellen. Die Ergebnisse der Expressionsanalysen
verdeutlichen aber auch, dass eine Behandlung mit ML-I/rViscumin oder Stx1 nicht fiir alle
Patienten gleichermalen in Frage kommt, da nicht alle Tumore eine erhohte CD75s-1-
Gangliosid- beziechungsweise Gb3Cer/CD77-Expression gegeniiber gesundem Gewebe
aufwiesen. Dies ist ein weiteres Beispiel fiir die Notwendigkeit, Therapiekonzepte in Zukunft
individuell auf den Patienten zuzuschneiden, um somit moglichst effektiv und nachhaltig

Pankreas- und Kolonkarzinome mit GSL-basierten Konzepten therapieren zu kdnnen.
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7.2 TUMOR- UND KONTROLLPROBEN

Vor der Durchfiihrung der analytischen Arbeiten wurden sowohl den Pankreas- und Kolon-
als auch den Leberkarzinomproben aus Datenschutzgriinden Laborjournalcodenummern
zugeordnet. Hierbei geben die ersten beiden Buchstaben die Initialen des Experimentators
(UD = Ute Distler; JM = Johannes Miithing; JS =Jamal Souady) an. Die nachfolgende
Nummer bezeichnet das Laborjournal (01 = Laborjournal 1). Darauthin folgt die Angabe der
Seite, auf welcher die Probe zum ersten Mal beschrieben wird. Zum Schluss wird die
Nummer der Probe angegeben. Die Nummerierung erfolgte hierbei willkiirlich, das heif3t sie
gibt lediglich die Reihenfolge, in welcher die einzelnen Proben untersucht wurden wieder und
steht somit in keinem Zusammenhang mit pathologischen Daten oder den nach Auswertung

der experimentellen Daten zugewiesenen Réngen.

Fiir die analytischen Arbeiten wurden von Herrmn Prof. Dr. Johannes Miithing je ein
Geweberohextrakt aus gesundem sowie malignem Pankreas- und Lebergewebe zur Verfligung
gestellt. Dipl.-Biotechnologe Jamal Souady stellte Geweberohextrakte aus normalem und

malignem Gewebe eines Leberkarzinompatienten bereit.
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7.2.1 Pankreas

Tabelle 7-1: Pathologische Daten und Laborjournalcodenummern der Pankreaskarzinome sowie
Feuchtgewichte der gesunden und malignen Pankreasgewebeproben'.

Patient Code pT pN2 pMz UICCz- G Gewebefeuchtgewicht [mg]
Stage Normal Tumor
1 UD02/266-4 3 1 0 1B 3 23,52 31,49
2 UD02/266-6 3 1 0 1B 4 47,36 80,46
3 UD02/266-7 3 1 0 1B 2 22,87 39,24
4 UD02/266-9 3 1 0 1B 2 38,52 59,76
5 UD02/266-10 3 1 0 1B 3 27,24 41,64
6 UD02/266-11 3 1 0 1B 3 23,90 19,02
7 UD02/266-12 1 0 0 1A 2 82,07 51,92
8 UD02/266-13 3 0 0 A 3 18,55 26,28
9 UD02/266-14 3 1 0 1B 2 63,24 60,49
10 UD02/266-15 3 0 0 A 3 18,21 42,77
11 UD02/266-18 3 0 0 A 2 8,50 45,14
12 UD02/266-19 3 0 0 A 3 17,43 25,74
13 UD02/266-20 3 1 0 1B 3 28,37 68,81
14 UD02/266-21 3 1 1 v 3 30,77 36,39
15 UD02/266-22 3 0 0 A 2 78,05 63,06
16 UD02/266-25 3 1 0 1B 2 36,28 47,59
17 UD02/266-26 3 1 1 v 2 77,97 36,35
18 UD02/266-28 3 1 0 1B 3 36,29 65,10
19 UD02/266-29 3 1 0 1B 3 28,02 69,85
20 UD02/266-31 3 1 0 1B 2 19,97 42,97
21 UD02/266-32 3 0 0 A 3 21,92 115,14
22 IMO09/11-10 2 X X X 2 197,50 75,80
23 UD01/103-3 3 1 1 v 2 44,10 75,40
24 UD01/103-4 3 1 X X 3 58,30 85,40
25 UD01/103-6 3 1 X X 2 20,20 40,40
26 UD01/103-9 3 1 0 1B X 55,80 74,90
27 UDO01/103-11 2 1 0 1B 2 110,90 59,10
28 UD01/103-13 3 0 X X 2 63,84 53,27
29 UD01/103-14 4 1(4/8) X X 2 143,56 153,00
30 UDO01/103-16 3 1 X X 2-3 32,53 71,26
31 UDO01/103-18 4 1(9/24) X X 2 77,59 119,61
32 UD01/103-19 3 1 1 v 2 110,14 153,37
33 UD01/103-20 3 1(2/20) X X 2 27,68 88,33
34 UD01/103-21 3 1(2/19) X X 2 17,97 27,63
35 UDO01/103-22 3 1 X X 2 60,43 54,65
36 UDO01/103-23 3 1(8/27) X X 3 28,35 45,14
37 UD02/103-24 3 1(2/10) X X 3 92,63 40,57
38 UD02/103-25 3 0(0/17) X X 2 12,76 77,90
39 UDO01/103-1 3 0 X X 3 24,10 32,10
40 UDO01/103-2 3 1 1 v 1 23,20 27,10
41 UDO01/103-10 3 1(2/8) 0 1B 3 42,30 59,70
42 UDO01/103-15 3 X X X 1-2 13,91 154,01

! TNM-Klassifikation, Staging und Grading (G), vergleiche Tabelle 1-1 bis Tabelle 1-3.
X: kann nicht beurteilt werden.
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7.2.2 Kolon

Tabelle 7-2: Pathologische Daten und Laborjournalcodenummern der Kolonkarzinome sowie
Feuchtgewichte der gesunden und malignen Kolongewebeproben'.

UICC- Gewebefeuchtgewicht [mg]

. 2

Patient Code pT pN pM Stage® G Normal Tumor
1 UD01/4-1 3/4 2 0 mIc 3 19,56 12,63
2 UDO01/4-2 3 2 1 v 2 86,08 51,84
3 UDO01/4-3 3 0 0 A 3 62,42 24,85
4 UDO01/4-4 4 2 1 v 3 56,52 47,42
5 UDO01/4-5 2 0 0 I 2 99,51 22,56
6 UDO01/4-6 4 0 0 1B 2 58,96 13,78
7 UDO01/4-7 3 1 X X 3 23,45 95,99
8 UDO01/4-8 2 2 X X 2 112,10 11,17
9 UDO01/4-9 3 1 X X 2-3 104,80 14,66
10 UDO01/4-10 3 0 X X 2 82,32 24,23
11 UDO01/4-11 3 2 1 v 3 73,21 31,79
12 UDO01/4-12 4 1 1 v 2 161,79 32,37
13 UDO01/4-13 3 0 0 A 2 116,92 157,10
14 UDO01/4-14 1 1 1 v 2 78,70 71,80
15 UDO01/4-15 4 1 0 1B 2-3 52,31 73,87
16 UDO01/4-16 3 0 0 A 2 41,22 21,84

' TNM-Klassifikation, Staging und Grading (G), vergleiche Tabelle 1-3 bis Tabelle 1-6.
X: kann nicht beurteilt werden.

7.2.3 Leber

Tabelle 7-3: Pathologische Daten und Laborjournalcodenummern der Leberkarzinome sowie
Feuchtgewichte der gesunden und malignen Lebergewebeproben.

- G befeucht icht
Patient Code pT pN? pM? UICCZ G ewebefeuchtgewicht [mg]
Stage Normal Tumor
1 JS01/120-2 4 X X X 3 46,10 263,70
2 IM09/9-5 3 X X X 2 49,50 72,20

' TNM-Klassifikation, Staging und Grading (G), vergleiche Anhang Abschitt 7.5 und Tabelle 1-3.
2 X:kann nicht beurteilt werden.
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7.3 GSL-REFERENZEN

In der nachfolgenden Tabelle 7-4 sind die eingesetzten GSL-Referenzen sowie ihre
Hauptkomponenten aufgelistet. Zudem werden die entsprechenden

Laborjoumalcodenummern angegeben.

Tabelle 7-4: : Auflistung der Hauptkomponenten, Gesamtkonzentrationen und Laborjournal-
codierungen der eingesetzten GSL-Referenzen.

Konzentration .
GSL-Referenz Code Hauptkomponenten Literatur/Hersteller
[ng/pL]
Ganglioside aus IMO07/7-1 GM3(Neu5Ac)
humanen Granulozyten IV3Neu5Ac-nLc4Cer
IV®NeuSAc-nLc4Cer 1,5 MUTHING et al., 1993
VENeu5Ac-nLc6Cer
VI®Neu5Ac-nLc6Cer
Neutrale GSL aus JM10/80 MHC
humanen Erythrozyten Lc2Cer
2,7 MEISEN et al., 2005
Gb3Cer
Gb4Cer
Neutrale GSL aus HDO02/188 Lc2Cer
humanen Granulozyten nLc4Cer Ls DUVAR et al., 1997,
nLc6Cer ’ MUTHING et al., 2002
nLc8Cer
Neutrale GSL HDO01/340 Lc2Cer D 1 1997
. 'UVAR et al., 5
aus murinen MDAY-D2-Zellen Gg3Cer 2 MOTHING et al., 2002
Gg4Cer
Humane Hirnganglioside IMO06/26 GMl1
GDla 5 Supelco Inc.,
GDI1b Bellefonte, PA, USA

GT1b
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74 ANTIKORPER

Tabelle 7-5 enthélt eine Auflistung der eingesetzten Primdrantikérper mit Verweis auf das

entsprechende Laborjournal.

Tabelle 7-5: Liste der eingesetzten Primédrantikorper und den entsprechenden
Laborjournalcodenummern.
Primirantikérper Code/Referenz Epitop Spezies Isotyp Klonalitit Klon
AK2-6 IM06/280-5 NeuSAco.6Galp4GlecNAc-R Huhn IgY polyklonal -
(CD75s)
AK2-3 IM06/280-4 NeuSAca3Galp4GleNAc-R Huhn IgY polyklonal -
(is0-CD75s)
anti-Gb3Cer/CD77  JM06/298-1 Galo4GalB-R Huhn IgY polyklonal -
(CD77)
anti-nLc4Cer IMO06/149-3 Galf4GIlcNAc-R Huhn IgY polyklonal -
anti-nLc4Cer IMO06/53 Galf4GIlcNAc-R Maus IgM monoklonal  1B2-1B7
anti-CTB Calbiochem, Choleratoxin Ziege IgG polyklonal -
Frankfurt B-Untereinheit
(CTB)
anti-RCL Sigma-Aldrich, Inc.,  Ricinus communis-Lektin Kaninchen IgG polyklonal -
St. Louis, MO, USA  (RCL)
anti-Stx1 Sifin, Shiga Toxin 1 Maus IgG1 monoklonal ~ VT109/
Berlin (Stx1) 4-E9b
anti-(r) Viscumin Tonevitsky et al., rViscumin/Viscumin Maus IgG1 monoklonal ~ TAS
1995 A-Untereinheit
anti-CD 14 Immunotools, Lipopolysaccharid-Rezeptor Maus IgG1 monoklonal  18D11
Friesoythe (CD14)
anti-CD45 Immunotools, LCA Maus IgG1 monoklonal MEM-28
Friesoythe (leukocyte common antigen)
(CD45)
anti-CD31 Immunotools, PECAM-1 (platelet/endothelial ~ Maus IgG1 monoklonal MEM-05
Friesoythe cell adhesion molecule)
(CD31)
Isotypenkontrolle Immunotools, irrelevantes Epitop Maus IgG1 monoklonal 203

Friesoythe
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7.5 TNM-KLASSIFIKATION UND STAGING DER
HEPATOZELLULAREN KARZINOME (HCC)

In den beiden nachfolgenden Tabellen (Tabelle 7-6 und Tabelle 7-7) sind die TNM/(p) TNM-

Klassifikation sowie die Stadiengruppierung von hepatozelluldren Karzinomen dargestellt.

Tabelle 7-6: TNM/pTNM-Klassifikation von hepatozellukiren Karzinomen.'

T Primiirtumor

(p)TX Primértumor kann nicht beurteilt werden

(p)T1 solitdrer Tumor ohne Gefilinvasion

(p)T2 solitdrer Tumor mit Gefilinvasion oder multiple Tumoren, keiner mehr als 5cm in groBter Ausdehnung
(p)T3 multiple Tumoren mehr als 5 cm in groBter Ausdehnung oder Tumoren mit Befall eines groferen Astes

der V. portae oder Vv. hepaticae
T4 Tumor(en) mit direkter Invasion von Nachbarorganen, ausgenommen Gallenblase, oder Tumor(en) mit
g g

Perforation des viszeralen Peritoneums

N regionire Lymphknoten
(p)NX regionire Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
(p)NO keine regionédren Lymphknotenmetastasen
(p)N1 regionire Lymphknotenmetastasen
M Fernmetastasen
(p)MX Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden

MO keine Fernmetastasen
()
(p)M1 Fernmetastasen

Optionale Ramifikation:

Mla Metastasen nur in regiondren Lymphknoten
Milb Metastasen in inneren Organen (ausgenommen Metastasen der Pleura und des Peritoneums)
Mlc Metastasen der Pleura und/oder des Peritoneums

' SOBIN AND WITTEKIND, 2002; NEUHAUS UND WITTEKIND, 2007.

Ublicherweise werden 3 oder mehr regionire Lymphknoten untersucht, um einen Lebertumor
bei negativem Befund pNO klassifizieren zu konnen. Werden weniger als 3, aber mindestens
ein regiondrer Lymphknoten untersucht und erweist sich dieser beziehungsweise erweisen

sich diese als tumorfrei, so ist dem Befund pNO in Klammern die Zahl der befallenen und
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untersuchten Lymphknoten zuzusetzen, um die Verldsslichkeit der pN-Klassifikation

anzuzeigen, zum Beispiel pNO (0/2).

Tabelle 7-7: Stadiengruppierung von hepatozellukiren Karzinomen.'

(PMO (p)M1
(p)NO (pIN1
P)T1 Stadium I
P)T2 Stadium IT Stadium IIIC Stadium I'V
T3 Stadium IITA
(p)T4 Stadium I11B

' SOBIN AND WITTEKIND, 2002; NEUHAUS UND WITTEKIND, 2007.

Liegen klinische TNM-Daten vor, so spricht man von klinischer, bei Vorliegen von pT und pN
von definitiver Stadiengruppierung. Bei Unterschieden zwischen der klinisch festgestellten
M-Kategorie und der pathologischen pM-Kategorie ist im Einzelfall jeweils unter
Beriicksichtigung der Gesamtsituation festzulegen, welche Kategorie fiir die
Gesamtbeurteilung bei der Stadiengruppierung mafBgeblich ist [NEUHAUS UND WITTEKIND,

2007].
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