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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

Krebserkrankungen sind global von grof3er Bedeutdagsie jahrlich mit etwa 12,5% ein
Achtel aller Todesfalle verursachen. Fur das J&lo©72vurde die Zahl der Krebs-bedingten
Todesfélle weltweit auf 7,6 Millionen und die Zatér Neuerkrankungen auf 12 Millionen
geschatzt (Garciaet al. 2007). Damit verursacht Krebs mehr Todesfalle AIDS,
Tuberkulose und Malaria zusammen und ist nach Heidkuferkrankungen die
zweithaufigste Todesursache. Statistisch erkraplerj dritte Europder im Laufe seines
Lebens an Krebs (Cotman & Kukovic 2008), und diastea Krebsarten sind bisher kaum
heilbar. Trotz stetiger Fortschritte auf dem Geloiet Onkologie ist die Entwicklung neuer
gezielter Therapien unumganglich.

Die Grundlage der Krebserkrankung ist eine anormaikontrollierte Teilung von Zellen,
durch die Gewebsneubildungen, die auch als Ne@plasder Tumore bezeichnet werden,
entstehen. Diese lassen sich zunachst in zwei Tyeteilen: benigne (gutartige) und
maligne (bosartige) Tumore. Benigne Tumore weisenlakales Wachstum auf, wahrend
maligne Tumore invasiv in umgebende GewebsschiciMachsen. Als ,Krebs* oder auch
Malignome werden die bdsartigen Tumore bezeichaietsich sich Uber das Lymphatische
System und den Blutkreislauf in andere Organe d@#ofienen Korpers ausbreiten, wo sie
Metastasen bilden kdnnen.

Die Folgen der Erkrankung sind vielfaltig. Durchsdavasive Wachstum von den
Primartumoren und ihren Metastasen kommt es zu Raderungen und Gefal3verschlissen,
die haufig mit einer Funktionsbeeintréachtigung uehenswichtigen Organen einhergehen.
Am Ende der Kette steht Organversagen und somitaeder betroffenen Person.

Sowohl eine frihzeitige Diagnose als auch effekiilverapien konnen die Prognose fir

den Patienten verbessern, was bedeutet, dassdieordchung neue Ansatze anbieten muss.



1 EINLEITUNG

1.1 Tumore des Gastrointestinaltraktes

Krebserkrankungen kénnen in nahezu allen Gewelreades Korpers entstehen.
Abbildung 1.1 gibt eine Ubersicht tiber die Anzakl dNeuerkrankungen und Todesfélle in
Abhangigkeit vom Entstehungsort der Tumore. Dab#id wdeutlich, dass Organe des
Gastrointestinaltrakts besonders haufig betroffémd;s Zu ihnen gehéren Oesophagus

(Speiserthre), Magen, Dunndarm, Leber, GallenbRRaekreas (Bauchspeicheldriise), Colon

(Dickdarm) und Rectum (Enddarm).

geschatzte Neuerkrankungen

geschétzte Todesfalle

Manner Frauen M&nner Frauen
A Lunge & Bronchien Brust Lunge & Bronchien Brust
1108 731 1301 867 974 624 464 854
Prostata Cervix uteri Magen Lunge & Bronchien
782 647 555 094 511 549 376 410
Magen Colon & Rectum Leber Cervix uteri
691 432 536 662 474 215 309 808
Colon & Rectum Lunge & Bronchien Colon & Rectum Magen
630 358 440 390 318 798 288 681
= Leber Magen Oesophagus Colon & Rectum
_g‘) 502 571 375111 300 034 284 169
=) Oesophagus Ovarien Prostata Leber
5 361 931 230 555 253 906 205 656
i Harnblase Corpus uteri Leukamie Oesophagus
I 314 256 226 787 138 333 142 228
Mundhdhle Leber Pankreas Ovarien
200 774 208 557 137 206 141 228
Non-Hodgkin Lymphom Oesophagus Harnblase Pankreas
196 298 167 352 124 266 122 185
Leukdmie Leukamie Non-Hodgkin Lymphom Leukdmie
188 394 142 569 111 126 107 538
andere* andere* andere* andere*
6 615 004 5717 275 4 334 867 3314414

Abbildung 1.1: Haufigste Ursprungsorgane von Krebs. Geschatzte globale Zahlen der
Neuerkrankungen und Todesfélle fur Manner und Frauen fir das Jahr 2007. Organe des
Gastrointestinaltrakts sind mit Rahmen hervorgehoba, wobei Magen, Leber und Pankreas
gesondert in Rot eingerahmt sind. *Hautkrebs, der itht auf Melanome zurtickgefuhrt wird, ist
nicht einbezogen. Modifiziert nach Garciaet al. (2007).

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich genauer nlieber-, Magen- und
Pankreaskarzinomen. Als Karzinome werden Tumoreeibeaet, die dem Epithelgewebe
entstammen. Das Epithel gehort zu den vier Grundbgearten, das durch Bildung einer ein-
oder mehrlagigen Zellschicht innere und aul3ere f@lochen des Korpers auskleidet.

Leber-, Magen-, und Pankreaskarzinome sind im é&iglzu anderen Krebsarten sehr
agressiv und durch geringe Uberlebensraten errRatigiekennzeichnet, so dass sie zu einem
groReren Anteil der Todesfalle beitragen als zu demNeuerkrankungen (vgl. Abbildung
1.1).



1 EINLEITUNG

1.1.1 Hepatozellulares Karzinom

Hepatozellulare Karzinomehdpatoellular carcinomg HCC) sind die wichtigsten
primaren Tumore der Leber. In Deutschland treteiChidt einer Inzidenz von 5 pro 100.000
Einwohner pro Jahr auf. Dabei sind Manner drei NMalfiger betroffen als Frauen (Bucleta
al. 2006). Der weltweite Anteil an Neuerkrankungen ilmgJahr 2002 fur Manner bei 7,6%
und fur Frauen bei 3,6%. Die entsprechenden Méitataten sind mit 11,0% (Manner) und
6,2% (Frauen) noch hoéher (Ferlatyal. 2004). Die globale geographische Verteilung isir se
ungleich. So treten HCC vermehrt in ostasiatischied afrikanischen Landern sudlich der
Sahara auf und stellen dort mitunter das haufiydaéignom bei Mannern dar. Das HCC
entsteht meist auf der Grundlage einer vorliegentleberschéadigung, wie etwa einer
chronisch-aktiven Hepatitis (B oder C), Leberzisbader aufgrund von Kanzerogenen, wie
z.B. Aflatoxinen, Androgenen oder Arsen (Buchtal. 2006).

HCC zeigen keinerlei Friihsymptome oder aufkommeByglaptome und werden dariber
hinaus haufig durch vorherige Lebererkrankungenrddmskt. Spatsymptome sind ein
tastbarer  Tumor,  Gewichtsverlust/Kachexie = sowie afume von  Aszites,
Oberbauchschmerzen und lkterus.

Aufgrund des schleichenden Krankheitsverlaufs werd®isikopatienten einer
regelmalligen  sonographischen  Kontrolle  unterzogeZusétzlich  wird die
a-Fetoprotein (AFP)-Konzentration im Serum gemesséi wird in héherem Mal3e von der
fotalen Leber produziert, wobei die Konzentratioag® im Serum nach der Geburt standig
abnehmen und letztendlich bei Erwachsenen sehrigigdlO ng/mL) sind. Bei Patienten mit
HCC ist dieser Wert haufig erhoht. Patienten mitrddfe >400 ng/mL zeigen zu 95% einen
positiven Befund. Problematisch ist jedoch die Reébe kleiner Tumore. Zudem kann der
AFP-Wert auch aufgrund einer Lebererkrankung erkéht (Kufeet al 2003).

Zur Sicherung von Befunden und zur Klassifizieruthgy HCC werden histologische
Verfahren, Computertomographie und Angiographiegesetzt. Eine Klassifizierung der
Tumore erfolgt nach dem standardisierten TNM-Sy<f€abelle 1.1).

Die Therapieform héngt stark von der Ausdehnung deoh Stadium des Tumors ab.
Liegen keine Metastasen vor, wird eine Leberteglkéon oder eine Lebertransplantation
vorgenommen. Nach diesen Eingriffen kommt es jedwilifig zu Rezidiven. Im Fall einer
Metastasierung werden palliative MalRBhahmen einges®azu gehodren Strahlen- und
Polychemotherapie sowie Verfahren zur Tumorembibtisawie die perkutane Ethanol-

Injektion, Radiofrequenzablation, Laser-induziérteermotherapie oder Kryotherapie.
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Unter anderem wegen der frihen Metastasierunglydiphogen in den Leberhilus oder

hamatogen in Lunge und Knochen stattfinden kaney aoch wegen der haufig spaten

Diagnose ist die Prognose fiir HCC extrem schledig. mittlere Uberlebenszeit nach der

Diagnosestellung betragt etwa 6 Monate (Buetital, 2006).

Tabelle 1.1: TNM-Klassifikation von HCC.2

Stadium T N M
I T1 NO MO

Il T2 NO MO
HIE} T3 NO MO
b T1-3 N1 MO
IVa T4 NO/1 MO
Vb T1-4 NO/1 M1

& Greeneet al. 2002
Dabei qilt:

Primartumor (T)

X
TO
T1
T2

T3

T4

Priméartumor konnte nicht bestimmt werden

kein Hinweis auf einen Primartumor

solitdrer Tumor mit maximalem Durchmess& cm ohne Gefal3invasion

solitarer Tumor mit maximalem Durchmess&t cm mit GefaRinvasion, multipler Tumor
beschrénkt auf einen Leberlappen mit je maximalercBmessers 2 cm und ohne
GefalRinvasion oder

solitarer Tumor mit maximalem Durchmesser > 2 ¢tmeoGefaldinvasion

solitarer Tumor mit maximalem Durchmesser > 2noinGefalRinvasion,

multipler Tumor, beschrénkt auf einen Leberlappainie maximalen Durchmesses? cm
und mit Gefal3invasion oder

multipler Tumor, beschrénkt auf einen Leberlappgnmaximalen Durchmessern auch >2 cm
und mit oder ohne GefaRinvasion

Multipler Tumor in mehr als einem Leberlappemiod

Ausdehnung des TumorsVWena portae hepatigfortader) oder Lebervene(n)

Regionale Lymphknoten (N)

NX wurde nicht bestimmt

NO
N1

keine Metastasen in regionalen Lymphknoten

Metastasen in regionalen Lymphknoten

Fernmetastasen (M)

MX wurde nicht bestimmt

MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden
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1.1.2 Magenkarzinom
Magenkarzinome sind maligne Neubildungen der Magi@esnhaut, die in Deutschland

mit einer Inzidenz von 10 pro 100.000 pro Jahrratéh (Buchtaet al 2006). Weltweit
nimmt die Inzidenz ab, doch sind Magenkarzinome @nmoch die zweithaufigste Ursache
fur tumorbedingten Tod. In China, Stdamerika unde@®pa ist Magenkrebs haufig, in
Japan ist es die haufigste Erkrankung (Pagkial. 1999; Hartgrink 2009).

Die Atiologie ist weitgehend unbekannt. Es gibt t6aén, die die Entstehung eines
Karzinoms begunstigen. Dies scheinen genetischdidp@sition (z.B. Blutgruppe A) aber
auch Erndhrungs- und Umweltfaktoren zu sein. Komation von Nahrungsmitteln mit
Kanzerogenen, u.a. Nitrate und Nitrite, und die Nafgszubereitung spielen ebenfalls eine
Rolle. Weitere Faktoren sind Gastritis Typ A (Adttipdrie) und Typ B ldelicobacter pylori-
Infektion) sowie adenomatdse Polypen und Morbus é&tér. Epidemiologische Studien
zeigen, dass durdd. pylori-Infektion das Risiko, an Magenkarzinom zu erkrankem das
drei- bis funffache steigt (Asaka 2002; Parsomtetl. 1997; Nomurat al. 1991).

Problematisch ist, dass Magenkarzinome im Fruhstadkieine Symptomatik zeigen und
erst bei fortgeschrittener Erkrankung zu Appetigksit, Ubelkeit, Erbrechen,
Gewichtsabnahme und epigastritischem Schmerz korBiatungen kénnen zu Teerstuhl
fuhren. Die Diagnose erfolgt meist endoskopisch trsdologisch, wobei zusatzlich auch
endosonographische Verfahren eingesetzt werden.unBef werden nach dem
Klassifizierungssystem der AJCC/UICCArerican Joint Committee on Cancer/Union
Internationale Contre le Cancemn verschiedene Stadien eingeteilt (siehe Taldefle

Die einzige wirklich kurative Therapieform ist dfeihzeitige radikale Operation, die
sogenannte Gastrektomie. Dabei werden sowohl dgeMals auch regionale Lymphknoten
entfernt. Palliative Mal3hahmen bestehen aus dewcRaiotherapie, die jedoch meist wenig
erfolgreich ist, und verschiedenen chirurgischemgBifen, z.B. der Gastrektomie und
Gastroenterostomie.

Die Uberlebensrate fiir Magenkrebs betragt in erkslien Landern etwa 20-25%. Die
Prognose hangt dabei stark vom Tumorstadium ab.e@knist sie fir Patienten mit
resezierbaren Tumoren besser. Aber auch dann beatigid)berlebensrate in den meisten
entwickelten Landern nur etwa 50% (Hartgrink 2009).

Abgesehen von den in der Serumdiagnostik standd@ignidestimmten Leberwerten und
Metaboliten wurden auch die Tumormarker CEA (ergglccinoembryonic _antigen), das
cancer antigen125 (CA125), CA19-9 (Sialyl-Lewis-a) und CA72-4wge das tissue
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polypeptide antigenTPA) auf diagnostischen Wert untersucht. DieseaBen nur eine
geringe Aussagekrafr bei Magenkarzinomen (Lai 2002)

Tabelle 1.2: AJCC/UICC Klassifizierung fir Magenkarzinome?

Ausdehnung des Metastasierungszustand
Primartumors NO N1 N2 N3
Tl la Ib I \Y
T2 Ib I lla v
T3 I lla b v
T4 llla b \Y \Y

®Fleminget al. 1997
Dabei gilt:

Primartumtumor (T)

TX konnte nicht bestimmt werden

TO kein Hinweis auf einen Primartumor
T1 Oberflachlicher Tumor, bSubmucosa
T2 Ausdehnung in diMuscularis propria
T3 Durchbruch der Serosa

T4 Invasion in benachbarte Organe

Regionale Lymphknoten (N)

NO keine Metastasen in Lymphknoten
N1 1 bis 6 Metastasen in Lymphknoten
N2 7 bis 15 Metastasen in Lymphknoten

N3 mehr als 15 Metastasen in Lymphknoten

1.1.3 Pankreaskarzinome
Bei Krebserkrankungen des Gastrointestinaltraktgllest Pankreaskarzinome in

entwickelten Landern die dritthdufigste Todesursadhr (Garcieet al. 2007). Nahezu alle
Neubildungen des Pankreas entstehen im exokringi(9686) und zeigen Eigenschaften von
Adenokarzinomen. Die Wahrscheinlichkeit, an Parg&egbs zu erkranken, ist bis zu einem
Alter von 50 Jahren gering, steigt aber mit fortetendem Alter stark an. Aufgrund der
meist spaten Diagnose und dem Fehlen von effektiMeerapien entspricht die Inzidenz
nahezu der Mortalitatsrate. Es wird angenommens dasonische PankreatitiRiabetes
mellitus GUberméaRiger Kaffee- und vor allem Tabakkonsuntitstehung begtinstigen.

Wie auch bei anderen gastrointestinalen Tumoreigereisich kaum Symptome im
Frahstadium. In Folge der Erkrankung kommt es zspaenifischen, Pankreatitis-ahnlichen

Symptomen: Schmerzen in Mittel- und Oberbauch, diunter in den Ricken strahlen,

6
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Appetitlosigkeit, Ubelkeit, Erbrechen und Gewiclmisahme. Sogenannte
Verschlusssymptome konnen bei Obstruktion @egtus choledochuslurch den Tumor
auftreten. Diese sind lkterus, Pruritus, erhohteol€terase-Parameter und Courvoisier-
Zeichen. Weiter kann es zu einer exokrinen Pankreaffizienz, Begleitpankreatitis und
einer diabetischen Stoffwechsellage, der Hyperghikikommen.

In der Diagnose werden bildgebende Verfahren egtges (Endo)Sonographie,
Gastroduodenoskopie, Computertomographie und ER@Rdogkopische retrograde
Cholangio-Pankretikographie). Zusatzlich kbnnen Aasg- und Lipase-Werte, die haufig
leicht erhéht sind, sowie die Tumormarker CA19-% WlBEA herangezogen werden. Diese
beiden Tumormarker sind ebenfalls oft erh6ht, weraleer hauptséchlich zur postoperativen
Verlaufskontrolle eingesetzt (Buchéh al. 2006). Eine Klassifizierug der Tumore findet bei
Pankreasadenokarzinomen ebenfalls nach dem stisidesh TNM-System der
AJCC/UICC statt (Tabelle 1.3).

Zur Therapie von lokalen, nicht-metastasierten Tiemdann ein radikaler chirurgischer
Eingriff mit begleitender Chemo- und Strahlenbehang eingesetzt werden. Die Rezidivrate
ist dennoch extrem hoch. Wie haufig bei anderentrGasestinaltumoren auch, stellt die
Operation die einzige kurative Therapieform dae W®ird haufig nach Whipple durchgefihrt
und ist ein komplizierter Eingriff, unter andereneskehend aus Pankreasteilresektion,
Duodenektomie, radikaler lokaler Lymphknotenektgraibolecystektomie und Splenektomie
(Ujiki & Talamonti 2007). Nach chirurgischer Behdunag liegt die mediane Uberlebenszeit
bei 17 bis 21 Monaten. Bei lokalen, nicht-metastdsn aber fortgeschrittenen Tumoren liegt
die mediane Uberlebenszeit bei 6-10 Monaten. Begitsevorhandenen Metastasen liegt die
Uberlebenszeit bei nur 3-6 Monaten (Keteal. 2003). Palliativ werden Schmerztherapie und
chirurgische Eingriffe zur Aufrechterhaltung des ll@a#lusses eingesetzt, der je nach
Raumforderung des Tumors unterdriickt sein kanah&n- und Chemotherapien sind in der
Regel von geringer Wirkung.

Im Allgemeinen sind die Prognosen bei Pankreasd@ernmomen extrem schlecht. Selbst
bei einem operablen Karzinom im Frihstadium (T1INOMg@Il. Tabelle 1.3) liegt die
5-Jahresiberlebensrate unter 25% (siehe auch @&alde#t). Dazu tragt bei, dass
Adenokarzinome des exokrinen Pankreas ein hohessidsierungspotential haben. Zum
Zeitpunkt der Diagnose liegen bei der Mehrheit B@te schon Metastasen in Lymphknoten
oder der Leber vor und die 5-Jahresiberlebensmakt Isei fortgeschrittenen Stadien auf

unter 2%.
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Tabelle 1.3: TNM Klassifikation von Pankreas-Adenolarzinomen?

Stadium T N M

0 Tis NO MO
la T1 NO MO
Ib T2 NO MO
lla T3 NO MO
lIb T1-3 N1 MO
11 T4 NO/1 MO
v T1-4 NO/1 M1

@ Greeneet al.2002

Dabei qilt:

Primé&rtumor (T)

Tx  Primartumor konnte nicht bestimmt werden

TO kein Hinweis auf einen Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor ist auf das Pankreas beschréankt und inslidnessex 2 cm

T2  Tumor ist auf das Pankreas beschrankt und inshidoesser > 2 cm

T3  Tumor dehnt sich tber das Pankreas aus ohregrBeon degruncus celiacusder der
Arteria mesenterica superior

T4  Tumor mit Penetration ddsuncus celiacusder defArteria mesenterica superior

Regionale Lymphknoten (N)

NX wurde nicht bestimmt
NO keine Metastasen in regionalen Lymphknoten
N1 Metastasen in regionalen Lymphknoten

Fernmetastasen (M)

MX wurde nicht bestimmt
MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

Tabelle 1.4: Relativer Anteil der Stadien von Pankeastumoren bei Diagnosestellung und
zugehorige 5-Jahresiiberlebensraten in den USA.

Stadium Relativer Anteill 5-Jahresuberlebensrate

Lokal begrenzt (NO, MO) 7% 22,2%
Ausdehnung ins

o) 0,
Lymphsystem (N1, MO) 26% 8,7%
Metastasiert (M1) 53% 1,8%
Nicht klassifiziert 14% 4,9%

Horneret al.2009
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1.2 Glykosphingolipide

Glykosphinglolipide (GSL) sind Membranbestandteite tierischen Zellen, in denen sie
hauptséachlich in der &auf3eren Seite der Plasmamamhtagriert vorkommen und eine
wichtige Rolle in Zellkommunikationsprozessen smel Nahezu alle Glykolipide in
Vertebraten sind GSL.

1.2.1 Struktur
GSL sind aus einem hydrophilen Glykan und einenrdpidoben Lipidteil, dem Ceramid,

zusammengesetzt (Abbildung 1.2). Die Struktur d&LGst hoch variabel; schon allein
aufgrund des Glykans konnen mehrere Hundert vesdehe Typen unterschieden werden
(onlineDatenbanken mit GSL-Eintragen unter: http://spblag.biology.gatech.edu;
http://www.glycosciences.de; http://www.lipidmapgp Zuséatzlich wird die Vielfalt an GSL
noch durch Variationen des Ceramidteils erhdht. Bramid bezeichnet man eindh
acylierten aliphatischen Aminoalkohol. Sowohl demifoalkohol als auch die Uber
Amidbindung gebundene Fettsaure variieren in Kéitege, Grad der Sattigung und Anzahl
der Hydroxylierungen. In humanem Gewebe wird jedbetuptsachlich Sphingosin (D-
Erythro-2-aminooctadec-4-en-1,3-diol, d18:1) expeih Die gebundenen Fettsduren
unterscheiden sich im Wesentlichen in ihrer Ketirge, die von C14 bis C30 reichen kann;
aulBerdem kann unter anderem eine zusatzliche Hyldrappe anu-C-Atom vorliegen. Der
Ceramidteil beeinflusst unter anderem die Prasentatles Glykans auf der Membran
(Pascher 1976) und somit auch die Antigenitat, Imogenitat (Yoshinet al. 1982; Kannagi

et al. 1983) und Rezeptorfunktion der GSL (Kiarastal. 1994; Boydet al. 1994).

Fettsdure (C24:0)

CH3
CHzOH CH2OH CHOH 11

Sphingosin (d18:1)

Gal al-4 Gal [l-4 Glc ilil

Glykan Ceramid

Abbildung 1.2: Struktur von GSL, veranschaulicht am Beispiel von Gb3Cer (d18:1, C24:0)
(Nomenklatur siehe Kapitel 1.2.2), einem GSL mit @em hydrophilen Trisaccharid-Glykan und
einem hydrophoben Ceramidteil, bestehend aus Sphingin und einer C24:0-Fettsaure.
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Die strukturelle Einteilung der GSL erfolgt aufgcuimrer Glykanstrukturen. GSL werden
hauptséachlich in drei Klassen unterteilt: neutr@$L, Sialinsaure-haltige Ganglioside und
Sulfat-haltige Sulfatide.

In der GSL-Synthese werden sowohl Glukose als aBelektose an das Ceramid
gebunden, wobei nur Glukosylceramid als Grundstnuktir GSL mit komplexen
Glykanstrukturen dient. Galaktosylceramid wird imolgen Mengen im Gehirn und
Nervengewebe exprimiert, wo es auch mit einer i@alire oder Sulfatgruppe substitutiert

vorliegen kann.

1.2.2 Nomenklatur
Komplexe GSL werden, basierend auf Sequenz und riiefkingen der Zucker ihrer

Kernstruktur, in verschiedene Serien eingeteile, ziir Ubersicht in Tabelle 1.5 dargestellt
sind. Die Nomenklatur richtet sich im Wesentlichiexch den Empfehlungen der IUPAC-IUB
(Chester 1998). Die Bezeichnung eines GSLs ergght &us (i) der Zugehorigkeit zu einer
Serie als Préfix, z.B. ,Globo* (Gb) fir die Globose oder ,Neolacto” (nLc) fir die
Neolactoserie etc., (ii)) der Anzahl der Monosaccleanheiten, ,mono-* (1), ,di-* (2),
JLriaosyl” (3), tetraosyl (4), etc. und (iii) denmuBix ,Cer fir den Ceramidteil. Das aus vier
Monosaccharideinheiten bestehende GSL mit der SiruBalNA@B3Gab4GaB4GlclCer
wird der Globoserie zugeordnet und erhalt die Bdmming ,Globotetraosylceramid® mit der
Kurzschreibweise ,Gb4Cer” (vgl. Tabelle 1.5).

Die Bezeichnung weiterer GSL-Strukturen baut aufemeder Grundstrukturen auf. So
wird auf Substitutionen des Glykans, die keiner r@giruktur zuzuordnen sind, durch den
Namen des Substituenten (Neu5Ac, Fuc etc.), eingsahe Zahl und eine hochgestellte
arabische Zahl verwiesen. Die romische Zahl begdathmgelcher Zucker in der Grundstruktur
(gezahlt vom Ceramid-Ende) substituiert ist, urelatiabische Zahl kennzeichnet die Position
innerhalb des Saccharids, an welcher der Substithiedet. Dieses System wird in Tabelle

1.6 an Gangliosiden der Neolactoserie verdeutlicht.

10
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Tabelle 1.5: Die wichtigsten GSL-Serien; ihre Grundtrukturen und Bezeichnungen?

Struktur ° Bezeichnung Kurz-
schreibweise
GlcpiCer Glukosylceramid GlcCer
Galp4GlIcp1Cer Laktosylceramid LacCer
Ganglioserie (Gg)
GalNAcB4GaB4GIcB1Cer Gangliotriaosylceramid Gg3Cer
Galp3GalNAg34Gap4GIg31Cer Gangliotetraosylceramid Gg4Cer
Lactoserie (Lc)
GIcNAcB3GaB4Glc1Cer Lactotriaosylceramid Lc3Cer
Galp3GIcNAG33GapB4GIg31Cer Lactotetraosylceramid Lc4Cer
Neolactoserie (nLc)
Galp4GIcNAg33Gap4GIg31Cer Neolactotetraosylceramid nLc4Cer
Globoserie (Gb)
Galn4GapB4GlIc1Cer Globotriaosylceramid Gb3Cer
GalNAB3Gab4Gap4GIg31Cer Globotetraosylceramid Gb4Cer

¢ Die Nomenklatur folgt den IUPAC-IUB Empfehlungehd€ter 1998).

® Bei der Strukturbeschreibung wird davon ausgegangess alle Saccharide in D-Konfiguration
vorliegen und glykosidische Bindungen mit ihremmaeen C-Atom eingehen, d.h. mit C1 fir Glc
etc.

Tabelle 1.6: Ganglioside der Neolactoserie, Strukten und Bezeichnungerf.

Struktur Bezeichnung
Neu5Am3Galp4GIcNAB3Gap4GIc31Cer IVPNeu5Ac-nLc4Cer
Neu5Am3GalB4GIcNAB3GaB4GIcNAB3GaB4GIc1Cer VFENeu5Ac-nLc6Cer
Neu5Aa6GalB4GIcNAB3GaB4Glc1Cer IVPNeu5Ac-nLc4Cer
Neu5Aw6Galp4GIcNAB3GaB4GIcNAGI3GaB4GIg31Cer VPNeu5Ac-nLc6Cer

% Bei der Strukturbeschreibung wird davon ausgegangtass NeuS5Ac-Einheiten glykosidische
Bindungen mit ihrem anomeren C-Atom (C2) eingehen.

FUr einige kurzkettige Ganglioside und Gangliostdr Ganglio-Serie richtet sich die
Nomenklatur historisch bedingt nach Svennerholne(@erholm 1963). Diese Nomenklatur
ermoglicht es, komplexe Strukturen mit drei bisAeichen kompakt zu beschreiben, und ist
aufgrund ihrer Ubersichtlichkeit weiterhin in Gebich. Einige Beispiele sind in Tabelle 1.7
angefuhrt. Die erste Ziffer ,G* bezeichnet die uispliche Zuordnung zur Ganglioserie; die
zweite Ziffer gibt die Anzahl der gebundenen Neure@uren (,M“ fur Mono-, ,D* fir Di-,
.1+ fur Trisialo-GSL, etc.) an; die dritte Ziffer wde urspringlich eingesetzt, um das
chromatographische Laufverhalten zu beschreibemnekert aber mit dem Aufbau der
jeweiligen neutralen Grundstruktur. Die Suffixe ,gb“ etc. verweisen auf die Anzahl der
Neuraminsduren, die an die Galaktose am nicht-teckrden Ende der Grundstruktur

gebunden sind und erlaubt die Unterscheidung vark&irisomeren.

11
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Tabelle 1.7: Bezeichnung von Gangliosiden nach Svegrholm.

Struktur

IUPAC-Nomenklatur 2

Svennerholm-
Nomenklatur®

Galp4GlcplCer
|a2,3
Neu5Ac

GalNAcB4GaB4GlciCer
|a2,3
Neu5Ac

Galp3GalNAg34Gap4GIg31Cer
|a2,3
Neu5Ac

Galp4GlcplCer
|a2,3
Neu5Ac
|a2,8
Neu5Ac

GalNAcB4GaB4GlciCer
|a2,3
Neu5Ac
|a2,8
Neu5Ac

Galp3GalNAg34Gap4aGlg31Cer
|a2,3 42,3
Neu5Ac Neu5Ac

Galp3GalNAg34Gap4GIg31Cer
|a2,3
Neu5Ac
|a2,8
Neu5Ac

11°Neu5Ac-LacCer

I1°Neu5Ac-Gg3Cer

l1°Neu5Ac-Gg4Cer

I13(Neu5Ac)-LacCer

I1°(Neu5Ac)-Gg3Cer

IV 3Neu5Ac-IFNeu5Ac-Gg4Cer

I1°(Neu5Ac)-Gg4Cer

GM3

GM2

GM1la

GD3

GD2

GDla

GD1b

4Die Bezeichnungen folgen den IUPAC-IUB Empfehluri@éester 1998).

®Bezeichnungen nach (Svennerholm 1963).

1.2.3 Biosynthese

Die Biosynthese der komplexen GSL findet bis zumk@sylceramid im Cytosol und danach

im Lumen des Endoplasmatischen Retikulums und Gapgiarats statt. Wahrend dieses

intrazellularen Transports werden die jeweiligeryKah-Strukturen tber die Aktivitdt von

Glykosyltransferasen sequenziell verlangert. GSLrdee final Uber Vesikel an die
Oberflache der Zellen transportiert (Koltgral. 2002; Sandhoff & Kolter 2003).
Die Enzyme fir die GSL-Grundstrukturen sind GSLzsfiech. Enzyme fur die Synthese von

langkettigen Glykanen kénnen auch an der Glykopibtesynthese beteiligt sein, die im

12
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Wesentlichen parallel stattfindet. GSL-Glykostruktu kénnen, wie im Fall von
Hirngangliosiden, von Mensch zu Mensch hoch konednsein, aber auch individuell
variieren, wie im Fall der Blutgruppenantigene, dieh in Form von GSL exprimiert werden
(Varki et al.2008).

Das GSL-Expressionsmuster ist hoch variabel. Eseréindich mit Zellwachstum,
Differenzierung, viraler Transformation, Ontogenasd Onkogenese (Hakomori 1981).

1.2.4 Organisation in funktionalen Einheiten
In der Zytoplasmamembran sind GSL hdchstwahrsakhininh funktionale Einheiten

organisiert, die aufgrund ihrer Mobilitat innerhalbr Lipiddoppelschicht einer Membran als
lipid rafts (engl. fur ,Lipidflof3e*) bezeichnet werden. Dieselbstassoziierten Mikrodomé&nen
haben eine Grolle von 10-50 nm und bestehen hahltsd@us GSL, Sphingomyelin,
Cholesterin und GPI-verankerten sowie Transmemboagipen (Simons & lkonen 1997).
Aufgrund der Anreicherung von GSL in Membrandoméaned deren Resistenz gegenuber
nichtionischen Detergenzien werden sie auch GEMgl(glycolipid enriched nembranep
(Hakomori 2003) oder DRMgngl.detergent esistent rambraney(Brown & London 1997)
genannt. Es wurde gezeigt, dass GSL-Mikrodoméaaan Signaltransduktionsprozessen
beteiligt sind. In diesem Zusammenhang wurden s@h alsglycosignaling domaingder
auch Glykosynapsepezeichnet (Hakomori 2002). Hakomori teilt GSL-Mikomanen einer
Zelle aufgrund ihrer physikochemischen und funkdien Eigenschaften in die Untergruppen
der mobilerrafts und der Glykosynapsen ein (Hakomori 2009).

GSL konnen sowohl mit Proteinen als auch mit Glgkaninteragieren. Uber
Wechselwirkungen innerhalb einer Membratis{nteraktion) bilden GSL mit anderen
Lipiden und Proteinen Mikrodoménen aus. Weiterhtimien GSL Uberis-Interaktion
Signaltransduktionsprozesse modulieren. So welkst der EGF Rezeptor in Abhangigkeit
von seiner Wechelswirkung mit GDla oder GM3 in dgleichen Membran eine
unterschiedliche Affinitat zu seinem Liganden avdtes 1998).

Bei einer Wechselwirkung von GSL mit Proteinen o@&kanen einer anderen Membran
spricht man vontransInteraktion. Sie spielt eine Rolle bei GSL-vermlier Zell-Zell-
Erkennung, Zelladhasion und Signaltransduktion hgsieAbbildung 1.1). Dabei hat
wahrscheinlich die multivalente Prasentation derLdS Mikrodomé&nen einen starken

Einfluss auf die Affinitat der Bindung.
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STD

GSL

A PR

Abbildung 1.3: Adhasion und Signaltransduktion tber Glykosynapsen. Zwei Zellen (a und b)
konnen (ber Glykosynapsen-vermittelte Adhasion in Iontakt treten. (1) Uber die
Wechselwirkungen von Glykosphingolipiden (GSL) mitGSL der benachbarten Zelle kommt es
zu einer Aktivierung von Signalgebern (STD, englsignal transduce). Das Proteolipid-Protein
(PLP) stabilisiert wahrscheinlich den GSL-Komplex. (2) Uber GSL-Protein-Interaktion
vermittelter transmembraner Signaltransduktionsprozess. Quelle: Hakomori (2009).

Aufgrund ihrer Exposition an der Zelloberflache disren GSL auch als
Rezeptorstrukturen fur Pathogene, wie Viren (Inflzed und Bakterien (z.B. uropathogdhe
coli). Bakterielle Toxine, darunter Cholera oder Shigaxin, binden ebenfalls an GSL
(Mathing 2001).

GSL sind essenziell fir mehrzellige Organismen, wsie intrazellulare

Kommunikationsprozesse vermitteln und modulieren.

1.2.5 GSL Expression in Tumoren

Der Zusammenhang zwischen einer anormalen Glylarsylg und maligner Transformation
von Zellen wurde bereits in den 1970er Jahren ésséfjt, als im Zuge der Entdeckung der
Hybridom-Technologie monoklonale Antikdrper gegarelSzellen hergestellt wurden. Dabei
wiesen die Antikorper, die gegen Tumor-assoziiesteukturen, d.h. bevorzugt auf den
Tumoren exprimierte Strukturen, gerichtet warenyfigdaGlykostrukturen als Epitope auf
(Feizi 1985; Varkiet al. 2008).

Die Veranderungen des Glykosylierungsprofils bétrefprinzipiell alle Glykokonjugate:
Mucine, Glykosaminoglykane und proteingebunder®® und N-Glykane sowie
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lipidgebundene Glykane. Dieser Wandel wird hauiisét auf zwei Faktoren zurickgefihrt:
() eine unvollstandigen Biosynthese, die zu eillkumulation von Vorlauferstrukturen und
(i) eine de novoSynthese neuer Glykostrukturen (Hakomori 1985)witd angenommen,
dass die unvollstdndige Synthese durch epigenessdilencing von Genen des
Glykostoffwechsels Uber DNA-Methylierung und/odestdn-Modifikationen hervorgerufen
wird und in den Frihphasen der TumorentwicklundraufBeim Fortschreiten der Krankheit
werden in Sauerstoff-unterversorgten Zonen des Tsiim@vorzugt Hypoxie-resistente Zellen
selektiert. Diese weisen nunmehr eine konstitutdivierung der Hypoxie-induzierten
Faktoren auf, die die Expression bestimmter Gerse@gkostoffwechsels einleiten und in
Folge zu einer Neusynthesge(novoSynthese) von Glykostrukturen fiihren (Kannagal.
2008).

H&aufig geht die Entartung von Zellen mit einer analen Neuraminsaure-Expression einher,
die sich in vielen Tumoren durch eine erhdhte Kotration auf der Zelloberflache auf3ert.
So zeigen z.B. Tumore ektodermalen Ursprungs haifig insgesamt erhdhte Gangliosid-
Expression. Aber auch die Uberexpression einzeBwmnglioside wurde beschrieben. Dies
betrifft z.B. GD3 in Melanomen (Nudelmaet al. 1982; Pukelet al. 1982), GD2 in
Melanomen und Neuroblastomen (Caletnal. 1982; Watanabet al. 1982) und GM2 in
Melanomen (Taet al. 1983). Auch Modifikationen von Neuraminsauren, wiB. die 90-
Acetylierung von GD3 unter anderem in Melanomen riMaet al. 1990) und
Mammakarzinomen (Marquirgt al. 1996), wurden in Assoziation mit Tumoren gebracht.
Die GSL-Expression beeinflusst den Phanotyp derdragillen und steht im Zusammenhang
mit dem Krankheitsverlauf und der Prognose. GSld sinchtige Faktoren fur Adhéasion,
Motilitdt und Wachstum von Tumorzellen, da sie uberotein-Kohlenhydrat- und
Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen an Z&adl- und Zell-Matrix-
Interaktionsprozessen beteiligt sind (Hakomori 139&komori 2009).

Uber die Vermittlung von Adhasions- und Zellerkengsprozessen sind GSL an der Bildung
von Metastasen beteiligt. GSL, die Sialyl-Lewis{fNeuSAm3GaB4(Fum3)GIcNAc) und
Sialyl-Lewis-a- (Neu5Aa3GaB3(Fum4)GIcNAc)-Determinanten aufweisen, sind auf
humanen Tumorzellen haufig Uberexprimiert und dieaés Rezeptoren fur Lektine. Auf
diese Weise kdnnen sie bei der hamatogenen Meatastag, z.B. lUber die Bindung an E-
Selektin, das auf aktiviertem Endothel exprimientdwdie Adh&sion der Tumorzellen an die
GefaBwand vermitteln und die Migration der Tumdezein das umliegende Gewebe
beginstigen. Dieser Mechanismus wird natirlicheseveion Leukozyten bei der Diapedese
genutzt (Takadeet al. 1993; Kannagi 1997; Kannagit al. 2004). Ebenso scheint die
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Interaktionen von Tumor-GSL mit P- und L-Selektinemter Beteiligung von Leukozyten
und Thrombozyten die Metastasenbildung zu begiemstigBorsig et al. 2002).
Disialoganglioside auf Tumorzellen vermitteln Ul&ndung an Siglec-7 auf Lymphozyten
die Bildung von Aggregaten. Diese kdnnen vaskulMitleoembolien hervorrufen, welche als
Keim fir eine neue Metastase dienen (kb al. 2001). Weitere Integrin-abhangige
Adhasionsprozesse wurden fir GM3 und GD2 beschriéBhaerestet al. 1987; Zhenget al.
1994). Das Ablésen einzelner Zellen vom Primartumi@ann dber homotypische
Wechselwirkungen von GSL, z.B. Lewis-x—Lewis-x uB¥3-GM3, vermittelt werden und
somit zu einer vermehrten Streuung fuhren (KojimBl&omori 1991).

Uber ihre Beteiligung an Glykosynapsen sind GSL uhde Derivate zudem in
Signaltransduktions- und Regulierungsprozesse viem] die die wesentlichen Eigenschaften
der Tumorzelle bestimmen. Fir GM3 im Komplex mindé&etraspanin CD9 (GM3/CD9)
konnte, ebenso wie fir GM2/CD82, gezeigt werdessdae die Wachstumsfaktorrezeptor-
und Integrin-abhangige Signaltransduktion moduherad dadurch Wachstum und Motilitat
inhibieren (Hakomori 2009).

1.2.6 GSL-Freisetzung und Aufnahme von Zellen

GSL koénnen von Zellen in den extrazellularen Rauweigésetzt und aus diesem wieder
aufgenommen werden (Lauc & Heffer-Lauc 2006). [keante in Zellkultur-Experimenten
gezeigt werden, in denen eine GSL-produzierendeoBdglllinie und eine GSL-defiziente
Akzeptor-Zelllinie durch eine Membran getrennt kaért wurden (Olshefski & Ladisch
1996).

Das Mal3 der Abgabe von GSL héngt von Faktoren ideder Zelldichte ab (Shaposhnikova
et al. 1984) und kann betrachtlich sein. So werden vouardl@dastoma-Zellemn vitro 0,5%
aller GSL einer Zelle pro Stunde freigesetzt (LL&disch 1991). Es werden bevorzugt GSL
mit Fettsauren kurzer Kettenldnge abgegeben; digkdStruktur dagegen scheint eine
untergeordnete Rolle zu spielen (Youetgal. 1986; Changet al. 1997). Freigesetzte GSL
kénnen sowohl in Form von Vesikeln als auch von broaren vorliegen. Diese Monomere
naturlich freigesetzter GSL kdnnen in Konzentragiorvorliegen, die bei einen vitro
Praparation von aufgereinigten GSL zur Bildung Wizellen fiihren (Konget al. 1998).
Zudem werden naturlich freigesetzte GSL im Verdleza in vitro préaparierten mit hoherer

Effizienz von Zellen aufgenommen (Olshefski & Laitis1996). Aufgrund dessen wird
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angenommen, dass die Freisetzung und der TranspartGSL ein Protein-vermittelter
Vorgang ist. Es wird vermutet, dass Saposine (ungdposin) sowie das sog. Glykolipid-
Transferprotein die Freisetzung vermitteln und aa&h ,Fahren® bzw. Transportproteine
dienen kdnnten (Lauc & Heffer-Lauc 2006).

Bei der Aufnahme von exogenen GSL wurden drei veesiene Zustdnde beobachtet: (i)
GSL sind als Mizellen an die Zelloberflache gebumdend kdnnen mit Serum abgeldst
werden; (i) GSL sind Serum-resistent aber Protéasié gebunden.; (iii) die GSL sind
Serum- und Protease-resistent gebunden (Caliesal. 1977; Radsaket al. 1982;
Schwarzmanret al. 1983). Dies sind weitere Hinweise auf einen llpszsische Proteine
vermittelten Aufnahme- und Abgabe-Prozess. Die Abme von GSL ist generell abhangig
von der Konzentration in der sie vorliegen, der peratur, der Inkubationsdauer und dem
jeweiligen Zelltyp.

Eine Abgabe von Tumor-GSL konnte vitro undin vivo beobachtet werdein vivo kbnnen
aus Tumoren stammende GSL in die Blutbahn gelan@m.wurden im Zuge von
Krebserkrankungen Veranderungen der GSL-Konzeatratbwie des GSL-Profils im Serum
betroffener Patienten beobachtet. Diese Anderutgérafen hauptsachlich Ganglioside. So
wurden erhohte Gesamtgangliosid-Konzentrationen Serum von Patienten mit
Mammakarzinomen (Kloppelet al. 1977), Melanomen (Ravindranatbt al. 2003),
kolorektalen Karzinomen (Perezt al. 2002) und Pankreas-Adenokarzinomen (@&hual.
2000) gefunden. Dabei zeigte die Gesamtgangliosidzkntration auch einen diagnostischen
und prognostischen Wert. Bei Pankreas-Adenokarzemonkorrelierte sie mit der
Tumorprogression und geringer Uberlebenszeit (€tal. 2000). Bei der Immuntherapie von
Melanomen konnte die Gesamtgangliosid-Konzentratee Verlaufsmarker fir den
Therapieerfolg  eingesetzt werden (Ravindranatet al. 2003). Anormale
Gangliosidexpressionsmuster und vor allem erhéld@-&onzentrationen wurden in Serum
von Neuroblastom-Patienten beobachtet (Ladisch & MW85; Ladischet al. 1987). Dabei
zeigte die Hohe der GD2-Konzentration eine Korrefamit schnellem Tumorwachstum und
geringer Uberlebenszeit (Valentinet al. 1990). Patienten mit Retinoblastomen zeigten
ebenfalls signifikant erhdhte GD2-Konzentrationan $erum, die nach einer erfolgreichen
Behandlung sanken und erst im Fall eines Rezidikexlev anstiegen (Portoukaliaat al.
1993). Eine Erhohung des GD3-Gehalts wurde in Semon Patienten mit akuter
lymphoblastischer Leukdmie gefunden (Mergtt al. 1994). GM3 und GD3 zeigten eine
signifikante Erh6hung in Serum von Patienten mipKdals-Karzinomen und konnten dazu

verwendet werden, den Erfolg des chirurgischen iffagzu Giberprifen (Portoukaliagt al.
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1989). Eine Abnahme der Serum-GD3-Konzentratiordewbenfalls nach der Resektion von
Hirntumoren gefunden (Radet al. 2008). Dies zeigt, dass Serumganglioside das Balten
haben, qualitativ als Tumormarker oder auch quatititls prognostische Marker zu dienen.
Es wird angenommen, dass die Abgabe von Gangliogiden Tumor zusatzlich hilft, der
Immunantwort zu entgehen. Die Fahigkeit des Immsitesys, entstehende Krebszellen zu
erkennen und zu beka&mpfen, ist sehr wichtig beivmeidung von Tumor(neu)bildungen
(Burnet 1970; Bottiet al. 1998; Dunnet al. 2002). Die anti-Tumor-Immunantwort ist sehr
komplex und haufig gegen Tumor-spezifische Antiggagchtet. Dennoch gelingt es vielen
Tumorzellen, die diese aufweisen, der Immunantwart entgehen. Die Abgabe von
Gangliosiden vom Tumor scheint an diesem Mecharssbateiligt zu sein (McKalliget al.
1999). Es wurde gezeigt, dass Ganglioside immunespy wirken. Exogene Zugabe von
Gangliosiden inhibierte die Antigen-Prozessierumgl uPrasentation (Ladiscbt al. 1984;
Heitger & Ladisch 1996), die Lymphozyten-Prolifeoat (Miller & Esselman 1975; Whisler
& Yates 1980; Ladisclet al. 1992), die T-Helfer-Zelldifferenzierung (Shehal. 2005) und
die Aktivierung von Mastzellen (Jensenal.1987). Des Weiteren wurde die Differenzierung

dendritischer Zellen inhibiert und deren Apoptosegliert (Bennaceuet al. 2009).

1.2.7 Anti-GSL Therapeutika

Aufgrund ihres Zusammenhangs mit der Tumorentwiallund ihrer Zuganglichkeit auf der
Zelloberflache sind GSL bei der Entwicklung neuerelistherapeutika von wachsendem
Interesse. Daher wurde eine Vielzahl von Ansatzamoigt, um Tumor-assoziierte GSL als
Zielstrukturen in der Immuntherapie auszunutzersigu& Esko 2005).

Die Immuntherapie beruht auf der Markierung von duellen mit Antikérpern, die
gegen spezifisch im Tumorgewebe Uberexprimiertek8iren gerichtet sind. Dabei kommt es
einerseits zur Aktivierung von natirlichen Killeellen (NK-Zellen), was als ADCC (engl.
fur antibody-cependent_ell-mediated _gtotoxicity) bezeichnet wird, und zusétzlich zur
Aktivierung des Komplementsystems (CDC engl. édmplement-dpendent ytotoxicity),
Uber die das korpereigene Immunsystem die markidrtenorzellen angreift. Die anti-GSL-
Immuntherapie hat im Wesentlichen zwei Auspragungerpassive Immuntherapie durch
Injektion eines gegen ein GSL gerichteten Antikéspend (i) aktive Immuntherapie durch
die Verabreichung von Substanzen, die eine Immwuahtdes Patienten gegen Tumor-

assoziierte GSL und somit gegen den Tumor auskiet erstarkt (Fuster & Esko 2005).
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Immuntherapien mit Tumor-assoziierten GSL wurdeteuanderem zur Behandlung von
Melanomen, Neuroblastomen, Mamma- und Prostatal@en in klinischen Studien
untersucht. Interessanterweise konnten GSL troer immunsuppressiven Wirkung (Kapitel
1.2.6) auch in klinischen Studien zur aktiven Immmemnapie erfolgreich verwendet werden,
um anti-GSL Antikorper in den Patienten zu induairerDabei wurde zur Behandlung von
Melanomen ein GD2-Lacton-KLHkéyhole impet_lemocyanii-Konjugat erfolgreich fur die
Immunisierung von Patienten in den ersten Phaseiséther Studien eingesetzt (Ragupathi
al. 2003). Dieser Ansatz scheiterte jedoch in StudienPhase Ill. In einem neuen Ansatz
wurde GM3 in Form von sehr kleinen Proteoliposonegfolgreich in klinische Phase |
Studien angewendet (Guthmaeh al. 2004). Proteoliposomen mit einer besonderen Form
von GM3, die N-Glycolylneuraminsaure enthalt, passierten erfatdreklinische Phase |
Studien zur Behandlung von Mammakarzinomen und ieteen (Caret al. 2003; Osoricet

al. 2008). Mehrere klinische Studien der Phasen lluzdr Behandlung von Neuroblastom-
Patienten mit gegen GD2 gerichteten Immuntherapvenden erfolgreich abgeschlossen.
Dabei wurden in passiven Therapien sowohl ,nackteti-GD2 Antikorper eingesetzt, als
auch anti-GD2-Konjugate mit Immunmodulatoren undlioaktiv markierte anti-GD2
Antikorper, die zusatzlich zur ADCC und CDC antirtorale Wirkungen zeigen. Einige
Praparate befinden sich in klinischen Phase llidgtu (Modak & Cheung 2007). Von
besonderem Interesse ist dabei der ebenfalls g&igh gerichtete, chiméare Antikoérper
ch14.18, der in Studien der dritten Klinischen hasir Behandlung von Hochrisiko-
Neuroblastomen l|angere zwischenfallfreie Krankkemigufe und signifikant erhohte
Uberlebensraten gegeniiber der Standardtherpie .eRmb eingesetzte Antikérper wurde
zusammen mit GM-CSF (engl. fi@granulocyte-nacrophage_olony dgimulating factor) und
Interleukin 2 verabreicht, so dass neben der vegltah ADCC eine zusatzliche Aktivierung

von Immunzellen erfolgte (Yu 2009; Nature Reviews2).

Aus der Feststellung, dass aul3er Antikdrpern audktihe an Tumor-assoziierte
Oberflachenstrukturen binden, entstanden Bestredsyrdjese in einem analogen Ansatz zur
Immuntherapie in der Krebstherapie einzusetzen (Mbél. 1995; Pusztaet al. 2008).

Die Gruppe der Lektine umfasst alle Proteine aulk@munglobulinen, die eine
Bindungsspezifitat fur Kohlenhydratstrukturen besit, ohne diese enzymatisch umzusetzten
(Gabius 2009). Der Name wurde 1954 von W.C. Boydy@schlagen und leitet sich aus dem
lateinischenlectus bzw. legere ab, was lesen, selektieren oder auswahlen bedeutetlie

spezifische Natur der Lektin-Interaktionen betoseth (Boyd 1954).
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Aufgrund ihrer Spezifitdt konnen Lektine als Fahfénanti-tumorale Wirkstoffe dienen.
Es ist aber auch ein Spektrum von Lektinen mitinstschen zytotoxischen Eigenschaften
bekannt (Barbieriet al. 1993). In diesem Zusammenhang wird im Folgendeh diel

potenziellen Krebstherapeutika Viscumin und Shigaii eingegangen.

1.2.7.1 Viscumin

Viscumin, das auch al¥iscum albumAgglutinin 1 (VAA-1) oder Mistellektin 1 (ML-1)
bezeichnet wird, ist ein Lektin, das aus der Weiftigen Mistel Yiscum album isoliert
wurde (Olsnegt al. 1982; Barbieret al. 1993).

Die Mistel ist eine semiparasitdre, immergrine rflg die in Europa historisch als
Heilpflanze von Bedeutung ist (Samtlebenal. 1999). Es ist bekannt, dass sie bereits vor
Uber 2000 Jahren durch die Kelten angewendet wurdeder Folgezeit diente sie zur
Behandlung der verschiedensten Leiden, wie Epiepsieislauferkrankungen und Asthma
(Tubeuf & Neckel 1923; Luther & Becker 1987). Im HRa@en der Enwicklung einer
anthroposophisch-medizinische Lehre wurden 192hdatierte Mistelextrakte von Rudolf
Steiner zur Therapie von Krebs vorgeschlagen (&teitP90). Die Popularitat dieser
unkonventionellen Form der Behandlung hat bis hBetsand und ist wahrscheinlich auf die
Unzufriedenheit mit herkdmmlichen Therapieformer wer Chemotherapie zurtickzufihren
(Samtleberet al. 1999).

Mistelextrakte haben das Interesse der modernenziiedrregt, dain vitro eine toxische
Wirkung auf Tumorzellen (Stirpet al. 1982) und zuséatzlich eine Aktivierung von Zelleesd
Immunsystems (Samtlebest al. 1999; Bocci 1993; Stauder & Kreuser 20@2pbachtet
wurde. Als biologisch aktive Komponenten der Mistkelrden im Wesentlichen Viscotoxine
und Lektine gefunden. Viscotoxine sind kleine Praemit zytotoxischer und potenziell
immunmodulatorischer Aktivitat (Bussire al. 1998; Steiret al. 1999).

Aus der europaischen Mistel wurden neben Viscurih-{) drei weitere Lektine isoliert:
ML-2, ML-3 und Visalb-CBA ¥iscum albunchitin-binding agglutinin) (Franet al. 1981,
Franz 1986; Peumanst al. 1996). Es konnte aber gezeigt werden, dass vemaltier
Viscumin-Gehalt wichtig fur die anti-tumorale Winkg ist (Beuthet al. 1995; Bilssing &
Schietzel 1999). Interessanterweise ist jedochdgera fermentierten Mistelextrakten, die
von Steiner eingefiihrt wurden, kaum Viscumin erdralWagneret al. 1986; Jagget al.
1995).
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Viscumin wirkt einerseits als Immunstimulanz, woldese Wirkung auf die Bindung von
ML-1 an Oberflachenstrukturen von Monozyten und byrozyten zurtckgefuhrt wird.
Dieser Prozess fuhrt zur Ausschittung von den 4gewkIL-1 und IL-6 sowie TNé&, zudem
wird die Aktivitat von natdrlichen Killer (NK)-Ze#in und dendritischen Zellen beeinflusst
(Samtlebenet al. 1999; Thieset al. 2005; Hoessli & Ahmad 2008). Andererseits wirkt
Viscumin Uber immunmodulatorische Effekte hinaustolxisch und gehért zu den
Ribosomen-inaktivierenden Proteinen des Typs 2 -@BIMBarbieriet al. 1993; Samtlebept
al. 1999). RIP-2 sind starke Inhibitoren der eukasatien Proteinbiosynthese, indem sie
intrazellular alsN-Glykosidase wirken und spezifisch eine Adenin-&wtuppe der 28S
rRNA hydrolysieren. Dies fuhrt zu einer vermindertéffinitdt der ribosomalen 60S
Untereinheit zu Elongationsfaktoren, eingeschrank®eoteinbiosynthese und final zur
Apoptose der Zelle (Endet al. 1987; Endo & Tsurugi 1987; Endi al. 1988).

Die Struktur von Viscumin ist in Abbildung 1.4 desgellt. Viscumin ist ein etwa 63 kDa
grolB3es Glykoprotein. Wie alle RIP-2 besteht auckcMmin aus einer A- und einer B-
Untereinheit. Die A-Untereinheit besitzt die Ribosm-inaktivierendeN-Glykosidase-
Aktivitat und die B-Untereinheit weist Bindeaktigtt fur Saccharidstrukturen auf. Beide
Untereinheiten sind uber Disulfidbriicken zu einemldtbxin verbunden. Viscumin liegt
unter physiologischen Bedingungen als Dimer voa(ispenhaagt al. 1999).

Es wird angenommen, dass Viscumin an einen Zeliidlobenrezeptor bindet, Uber
Endozytose aufgenommen und retrograd lber den -@glgarat ins Endoplasmatische
Retikulum transportiert wird. Dort wird die A-Unt&nheit nach reduktiver Spaltung von der
B-Untereinheit ins Zytosol freigesetzt und enzysti aktiv (Moisenovicet al. 2002;
Sandvig & van Deurs 2002).

Die Bindespezifitat von Viscumin wird kontrovers skitiert. Viscumin wurde
ursprunglich als Galaktose-spezifisches Proteichrésben (Ziska & Franz 1981; Fraetal.
1981), von Muthing und Mitarbeitern konnte abereggzwerden, dass Viscumin mit hoher
Affinitat an o2,6-sialylierte Typ 2-Glykostrukturen bindet, dieich auf Gangliosiden
exprimiert werden. Die Rezeptorstruktur Neub8GaPB4GIcNAc-R wird auch als CD75s
bezeichnet (MUthingt al. 2002, 2004, 2005).
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A-Untereinheit

Aktives Zentrum

B-Untereinheit

Rezeptorbindungsstellen

Abbildung 1.4: Struktur von Viscumin. Die Struktur des AB-Toxins wurde Uber Réntgen-
Kristallographie bestimmt. Die Ribosomen-inaktivierende A-Untereinheit weist ein aktives
Zentrum (AZ) mit N-Glykosidase-Aktivitat auf. Die B-Untereinheit vermittelt die Bindung an
den Oberflachenrezeptor. Auf ihr wurden zwei Rezemrbindungsstellen (RB) identifiziert
(allerdings fur Galaktose und Laktose). Beide Unteginheiten sind Uber eine Disulfidbricke
kovalent verbunden. Quelle: modifiziert nach Krausgenhaaret al. (1999).

Es wurden viele klinische Studien zur Anwendung Wistelextrakten in der Krebstherapie
durchgefuhrt, von denen jedoch ein groRer Teil niden Standards der modernen
evidenzbasierten Medizin entsprach. In einigen ldehqualitativen Studien konnte jedoch
eine Verbesserung der Lebensqualitat und auch deriébensrate gezeigt werden (Horneber
et al. 2008). Dies gilt unter anderem auch fur Tumore@astrointestinaltrakts. So ergab eine
klinische Studie der Phase Il bei Patienten mitgieschrittenen HCC eine verbesserte
Uberlebensrate durch die Anwendung von Viscumirxifiie2, einem Mistelextrakt mit
hohem Lektingehalt (Mabest al. 2004).

Die Anwendung von Mistelextrakten birgt jedoch eigewisses Risiko, da die
Zusammensetzung der Extrakte je nach Herstelleriuddbhangigkeit vom Wirtsbaum, der
Jahreszeit der Ernte und der Verarbeitungsmethddekes Schwankungen unterliegt
(Ribéreau-Gayoret al. 1986; Kaegi 1998). Um ein Produkt mit gleich béilder, definierter
Qualitdt zu gewahrleisten, wurde ein rekombinanérkstoff entwickelt. Das auch als
rViscumin (r = rekombinant) oder Aviscumin bezeietenrekombinante Mistellektin wird in

gentechnisch verandertdfscherichia colBakterien produziert (Eclet al. 1999a, 1999b;
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Schoffskiet al. 2004). Dadurch wird aul3erdem eine Herstellungd@fdgren Mal3staben als in
Pflanzen mdglich.

Das rViscumin weist im Gegensatz zum nativen Visourkeine posttranslationalen
Modifikationen in Form von Glykosylierungen auf,igteaber ein mit dem aus Pflanzen
gewonnenen Lektin identisches Bindungsmuster (Mgtlat al. 2004, 2005). Es wurde
bereits erfolgreich in klinischen Phase | Studi@gnGewebstumore eingesetzt (Schofisikal.
2004, 2005; Bergmaret al. 2008).

Eine klinische Phase Il Studie zum Einsatz von eVisin gegen maligne Melanome im
fortgeschrittenen Stadium wurde vor kurzem beend@tinicalTrials.gov, Identifier:
NCT00658437). Die Ergebnisse stehen noch aus. wigere klinische Phase Il Studie
wurde  fir  chemotherapieresistente, metastasierte lonKarzinome  angesetzt
(ClinicalTrials.gov, Identifier: NCT00932724).

1.2.7.2 Shiga Toxin
Von enteropathogenen Bakterien werden Shiga Toxriéer auch Shiga-ahnliche Toxine

und Verotoxine genannt, gebildet. Dazu gehoO&mgella dysenteriagSerotyp 1) und
verschiedene Shiga Toxin-produzierefideoli Stdamme (STEC). Eine Untergruppe, die beim
Menschen hamorrhagische Colitis hervorruft, wirsl BHEC (enterohamorrhagiscke coli)
bezeichnet. Das klinische Spektrum dieser Krankheicht von Diarrhd bis zum
lebensgefahrlichen ha&molytisch-uremischen SyndradUS), das sich in Form von
hamolytischer Andmie, Thrombocytopenie und Niersaifizienz manifestiert .

Shiga Toxine aus STEC werden hauptséachlich in fvappen eingeteilt, Shiga Toxin 1
(Stxl) und Shiga Toxin 2 (Stx2), wobei Stx1 und 2Stx67% und 60%
Sequenzibereinstimmung in ihren Untereinheiten eisen (Muthinget al. 2009).

Das Stx1 zahlt zu den ABloxinen und besteht aus einer ~32 kDa schwerenn- finf
~7,7 kDa schweren B-Untereinheiten (Abbildung 1.5uAd B). Die Bindung an die
Zelloberflache wird Uber das Pentamer der B-Untéwaien vermittelt. Ahnlich wie
Viscumin wird das Stx1-Holotoxin Uber Endozytoséganommen und in die Zelle retrograd
Uber Endosomen und Golgi-Vesikel zum EndoplasntagiscReticulum (ER) transportiert
(Abbildung 1.5C). Hierbei findet eine proteolytigctSpaltung der A-Untereinheit statt
(Garredet al. 1995). Das daraus resultierende ~27,5 kDa schweiferagment wird nach
Translokation ins Zytosol enzymatisch aktiv undkiviauf die 28S rRNA der ribosomalen

60S Untereinheit. In Folge wird die Proteinbiosysé der Zelle gehemmt, was zum Zelltod
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fuhrt. Ein weiterer zytotoxischer Mechanismus déslSder Uber eine Signalkaskade zur
Apoptose, dem programmierten Zelltod fuhrt, wireéetalls diskutiert (Cherlat al.2003).

Als Bindestruktur fir Stx1 an der Zelloberflachendiert hauptsachlich das GSL
Gb3Cer/CD77 (GahGaPB4Glc31Cer) (Lindberget al. 1987), das alshjgh affinity'-Ligand
bezeichnet wird (Struktur siehe Abbildung 1.2). Blaen bindet Stx1 auch schwach an
Gb4Cer (GalNAB3Gab4GaB4GIc31Cer), dem lpw affinity*-Liganden (Meisenet al.
2005).

Gb3Cer/CD77 wird hauptséchlich auf vaskularen Bmelatllen exprimiert (Schwepe al.
2008; Mduthinget al. 2009); es wurde aber auch als Tumor-assoziierigkist fiir B-Zell-
Lymphome (Murrayet al. 1985; Oosterwijket al. 1991), Ovarial- (Farkas-Himslegt al.
1995), Mamma- (LaCasset al. 1999; Johanssoat al. 2009), Kolon- (Kovbasnjulet al.
2005; Falguiere®t al. 2008) und Pankreaskarzinome (Distédral. 2009) sowie maligne
Meningeome (Salhiat al. 2002) beschrieben.

Aufgrund seiner moglichen Bindungsspezifitat an ©uwrellen und zytotoxischen
Wirkung wurden Shiga Toxine bereits als Alternatfise die Krebstherapie vorgeschlagen
und in verschiedenen klinischen Ansatzen unters(@htiépy 2001; Johannes & Decaudin
2005).

Abbildung 1.5: Seitenansicht (A) und Aufsicht (B) @r Kristallstruktur von Shiga Toxin. Die A-
Untereinheit (lila) ist mit dem C-Terminus in einer von dem Pentamer der B-Untereinheiten
gebildeten Pore verankert. Quelle: Gariépy (2001)
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2 Zielsetzung

Tumor-assoziierte GSL in HCC

Um eine mogliche Eignung der potenziellen TheragauVYiscumin und Stx1 flr eine
Behandlung von HCC zu testen, sollte die Expressiwar GSL-Zielstrukturen in einer
Patientengruppe mit statistisch reprasentativechftobengréf3e untersucht werden. Dazu
sollte die GSL-Expression zwischen Tumor- und bbkhagen Normalgeweben zur
Bestimmung von Veranderungen verglichen, aber adikiduelle Variation der Expression
zwischen den Patienten bestimmt werden.

Von besonderem Interesse ist dabei Gb3Cer, das ath diner Stx1-Therapie die
Zielstruktur auf der Zelloberflache ware. Um evetitiRickschlisse auf die Hintergriinde
einer moglichen Tumor-assoziierten Veranderungezietu kdnnen, sollten zusatzlich die in
der Biosynthese vor- und nachgeschalteten Struktw@cCer und Gb4Cer untersucht
werden.

Im Fall einer Viscumin-Therapie stellen Gangliosrdi terminalen CD75s-Strukturen die
Oberflachen-prasentierten Zielstrukturen dar. DigprEssion von Gangliosiden mit
terminalen CD75s- und iso-CD75s-Strukturen solttglgsiert werden. Weiterhing galt es, die
Expression der fur die Biosynthese verantwortlich®mlyltransferasen ST6GAL1 und
ST3GALG6 auf eine mdgliche Verbindung mit der Gaogjlile-Expression zu untersuchen.

Alle Expressionsdaten sollten statistisch ausgewererden. Dabei sollte auf signifikante
Differenzen zwischen Normal- und Tumorgeweben aoeh auf Zusammenhange zwischen

der GSL-Expression und pathologischen Parametdestge werden.

Tumor-assoziierte GSL in Serum von Magen- und Panl@askarzinom-Patienten

Serum-GSL von Magenkarzinom- und Pankreaskarzinatieiten sollten auf Strukturen
mit einem maoglichen Nutzen fur die Erkennung undurBslung ihrer Erkrankungen
untersucht werden. In diesem Zusammenhang galtnesExtraktionsmethode fiir Serum-
GSL zu entwickeln, die auf kleine Probenvolumina auoif Stichproben mit groRem Umfang
anwendbar sein sollte. Die GSL sollten in einernReit prapariert werden, die eine
Charakterisierung Uber DC-Overlay-Assay- und MShdden erlaubt. Es sind dabei
Methoden, die potenziell Tumor-assoziierte Modifikeen der Glykane zerstbren, zu
vermeiden. Insofern galt es, auf eine milde alk&ksHydrolyse und Derivatisierungen zu
verzichten und eine Analyse nativer GSL anzustreligie Methode sollte zudem eine

effiziente Extraktion von hoch komplexen und pataéangliosiden ermdglichen.
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Es galt weiterhin einen DC-Overlay-Assay fur diealyse von Serumgangliosiden zu
entwickeln, um damit Serumproben von Magen- und kReskarzinom-Patienten
einschliellich einer Kontrollgruppe auf Gangliosidg# mdglichem diagnostischen Nutzen zu
untersuchen. Die detektierten Serumganglioside egaltudem mit massenspektrometrischen
Techniken zu charakterisieren. Der Datensatz deunSgangliosidkonzentrationen sollte
durch statistische Tests auf signifikante Diffeemzwischen den Gruppen und auch auf
Korrelation zwischen den Serumkonzentrationen uattigdogischen Parametern ausgewertet

werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

In der vorliegenden Arbeit wurden Chemikalien demien Carl Roth GmbH + Co.KG
(Karlsruhe), Merck KGaA (Darmstadt), Riedel-de H#da (Seelze), Rohm GmbH + Co.KG
(Darmstadt), SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelbergd Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis,
MO, USA) verwendet. Alle eingesetzten Chemikaliatténpro analysis(p.a.)-Qualitat. Die
organischen Losungsmittel Chloroform und Methahérck KGaA, Darmstadt) wurden vor
Gebrauch destilliert. Das Chloroform wurde durchgale geringer Mengen Methanol
stabilisiert. Milli Q-Reinstwasser wurde mit dem rn®ygy UV-System (Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA) hergestellt.

3.2 Probenmaterial

3.2.1 Gewebeproben

Gewebeproben wurden von Prof. Dr. Norbert Senninger Prof. Dr. J6rg Haier aus der
Klinik und Poliklinik fir Allgemein- und Viszeralahugie des Universitatsklinikums Munster
sowie von PD Dr. Christian Pilarsky, PD Dr. Rob@rtitzmann und Dr. Axel Denz aus der
Klinik und Poliklinik far Viszeral-, Thorax- und G&3chirugie des Universitatsklinikums
Dresden zur Verfigung gestellt. Sie wurden vondpédin mit hepatozellularen Karzinomen
entnommen, die einem chirurgischen Eingriff untgegowurden. Von jedem Patienten lagen
Proben des Tumorgewebes und des normalen Lebergsweb, das in einem Abstand von
min. 5 cm zum Primartumor entnommen wurde. Die Gmpeoben wurden direkt nach der
Entnahme schockgefroren und bis zu ihrer weitererm&ndung bei -80 °C gelagert.

Eine Liste der verwendeten Gewebeproben mit klivesc Daten ist in Tabelle 3.1
dargestellt.

Aufgrund mangelnder Probenmengen, RNA-Extrakten mit niedriger Qualitat oder
Verdrangungseffekten bei der Dunnschichtchromapdgeakonnten nicht alle Patienten in
die Auswertung aller Experimente einbezogen werdeéme Aufschlisselung, welche
Patienten Messdaten fur die Einzelnen Experimeet&vendet wurden, ist in Tabelle 8.1

gegeben.
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Tabelle 3.1: Klinische Daten der untersuchten HCC-Rtienten.

Pztr'?am pT® pN° pM® G° Zirrhose (?ewebegewwht (md]
umor Normal
1 3 0 0 2-3 ja 46,2 47.¢
2 2 X 0 2 nein 98,5 62,4
3 1 0 0 2-3 ja 51,7 56,3
4 3 1 1 2 nein 69,2 138,9
5 4 0 1 3 nein 46,1 263,7
6 3 0 0 3 nein 1111 126,9
7 3 0 0 2 nein 73,5 148,5
8 3 X X 3 ja 188,0 84,8
9 3 0 0 2 nein 132,9 232,7
10 3 0 1 X nein 44.4 226,1
11 1 1 0 1 nein 119,1 118,1
12 3 0 0 2 nein 294,2 245,0
13 X X X X nein 4,3 2,9
14 2 X 0 1 nein 54,6 40,3
15 X X X X nein 10,1 20,9
16 X X X X nein 16,1 1,2
17 X X X X nein 13,6 12,6
18 3 X 0 2 nein 4.8 2,3
19 X X X X nein 9,3 24,9
20 2 X 0 2 beginnend 12,9 7,1
21 X X X 2 nein 5,2 13,0
22 X X X X nein 15,2 4.4
23 2 X 0 1 nein 60,5 47,0
24 1 X 0 2 ja 35,4 114,0
25 1 X 0 2 ja 46,9 11,2
26 3 X 0 2 beginnend 189,5 59,5
27 1 X 0 2 beginnend 108,9 62,4
28 1 X 0 1 ja 34,8 46,0
29 1 X 0 1 ja 50,3 30,5
30 2 X 0 2 beginnend 19,8 17,8
31 1 X 0 3 ja 29,7 112,8
32 2 X 0 2 ja 49,6 34,4
33 1 X 0 1 nein 22,2 45,8
34 1 X 0 2 nein 74,4 53,6
35 2 X 0 3 ja 43,5 20,4
36 3 X 0 3 ja 12,7 34,2
37 1 X 0 2 ja 68,0 89,7

& fortlaufende Nummerierung der Patienten innerhdgb vorliegenden Arbeit

® Einteilung nach TNM-System der UICC (siehe auchela 1.1); das Prafix ,p* kennzeichnet
Werte, die auf postoperativen, pathologischen iB#gn beruhen

¢ Einteilung des Differenzierungsgrades nach WHO#idtn (Hamilton & Aaltonen 2000): G1, gut
differenziert; G2, maRig differenziert; G3, geridifferenziert
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3.2.2 Serumproben

Serumproben wurden Uber das EU-GLYFDIS-Projekt \WNTech (Heudebouville,
Frankreich) bezogen.

Es wurden Serumproben aus drei Patienten-Kollektivgersucht. In Patienten des ersten
Kollektivs (N = 40) wurden Pankreasadenokarzinomagrbstiziert und in denen des zweiten
Kollektivs (N =40) Magenkarzinome. Die Patienteesddritten Gruppe zeigten keine
Krebserkrankung und dienten als Vergleichsgruppe= @0). Den an Krebs erkrankten
Patienten wurde das Blut praoperativ entnommenamsdhlieend das Serum gewonnen. In
Tabelle 3.2 und Tabelle 3.3 sind die klinischen dbatder einzelnen Krebspatienten
aufgelistet. Daten Uber die Patienten der Verlgahgpe finden sich in Tabelle 3.4. Die

Serumproben wurden bis zu ihrer Verwendung beP&7@elagert.
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Tabelle 3.2: Klinische Daten der Pankreasadenokamom-Patienten (N = 40).

Pztr'éant Code Alter Geschlecht  pT® pN° pM°© SltJa:giSr-ﬁ G
38 GDO01/1-01 60 M 3 0 0 A 2
39 GD01/1-02 69 W 3 0 0 A 2
40 GDO01/1-03 58 M 1 1 0 11B 1
41 GD01/1-04 72 W 3 0 1 v 1
42 GD01/1-05 64 W 1 1 0 1B 1
43 GDO01/1-06 56 W 2 0 0 IB 1
44 GDO01/1-07 59 W 1 1 1 v 1
45 GDO01/1-25 59 W 3 0 0 A 2
46 GDO01/1-26 74 M 2 0 0 IB 1
47 GDO01/1-08 77 M 2 0 0 IB 2
48 GD01/1-09 69 W 3 1 0 1B 1
49 GDO01/1-10 55 M 1 1 0 1B 1
50 GDO01/1-11 52 W 2 0 0 IB 2
51 GDO01/1-12 75 M 2 0 0 IB 1
52 GDO01/1-13 64 M 2 0 0 B 3
53 GD01/1-14 61 W 2 1 0 1B 2
54 GDO01/1-15 46 M 2 1 0 11B 2
55 GDO01/1-16 66 W 1 1 0 1B 1-2
56 GDO01/1-17 54 W 2 1 1 v 1
57 GDO01/1-27 52 W 2 1 0 1B 1
58 GDO01/1-18 62 W 2 1 0 1B 1
59 GDO01/1-19 65 M 3 0 0 A 1
60 GD01/1-20 67 M 2 1 0 1B 1
61 GDO01/1-21 57 M 2 1 1 v 1
62 GDO01/1-28 67 W 2 1 0 1B 1
63 GD01/1-22 53 M 2 1 0 1B 1-2
64 GDO01/1-23 64 W 1 0 0 A 1
65 GDO01/1-24 70 W 2 1 0 1B 1
66 GDO01/1-29 73 W 3 1 0 1B 1
67 GD01/1-30 52 M 3 0 0 A 1
68 GDO01/1-31 45 M 2 0 0 IB 1
69 GD01/1-32 67 W 4 0 0 1 1
70 GD01/1-33 57 W 2 1 0 1B 1
71 GD01/1-34 64 M 2 0 0 IB 1-2
72 GD01/1-35 50 W 2 1 0 1B 1
73 GD01/1-36 64 W 3 0 0 A 1
74 GDO01/1-37 58 M 1 0 0 1A 1
75 GD01/1-38 72 M 2 0 0 IB 1-2
76 GDO01/1-39 56 M 2 0 0 B 1-2
77 GD01/1-40 56 M 2 1 1 v 1

¢ fortlaufende Nummerierung der Patienten innertdgb vorliegenden Arbeit

® M: mannlich; W: weiblich

¢ Einteilung nach dem UICC-Klassifikationssystem .(Wglbelle 1.4); das Prafix ,p“ kennzeichnet
Werte, die auf postoperativen, pathologischen iBign beruhen
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Tabelle 3.3: Klinische Daten der Magenkarzinom-Pagnten (N = 40).

Patr'im Code Alter Geschlecht  pT® pN° pM°© S%[Ja:dciﬁr-nc
78 GD01/2-01 68 M 3 1 0 A 3
79 GD01/2-02 63 M 3 2 0 1B 2
80 GD01/2-03 69 M 2b 1 0 1l 2
81 GD01/2-04 69 M 2b 1 0 1l 1
82 GDO01/2-05 63 W 2a 1 0 Il 2
83 GD01/2-06 61 M 2b 1 0 1l 3
84 GDO01/2-07 65 W 2a 1 1 Il 2
85 GDO01/2-08 62 M 2a 2 0 A 2
86 GD01/2-09 59 M 4 2 0 v 1
87 GDO01/2-10 73 M 2a 0 0 IB 3
88 GDO01/2-11 60 M 2b 2 0 A 3
89 GD01/2-12 61 M 2b 1 0 1l 2
90 GD01/2-13 72 M 2b 2 0 A 2
91 GD01/2-14 66 M 2b 2 0 A 1
92 GDO01/2-15 68 W 2b 1 0 I 3
93 GDO01/2-16 63 M 2b 1 0 Il 2
94 GDO01/2-17 75 W 2b 2 0 A 2
95 GDO01/2-18 63 M 2b 0 0 B 1
96 GD01/2-19 55 M 2a 0 0 IB 2
97 GD01/2-20 64 W 2b 2 1 A 3
98 GD01/2-21 70 W 2a 1 0 Il 2
99 GD01/2-22 58 M 4 2 0 v 2
100 GDO01/2-23 70 W 3 2 0 B 1
101 GDO01/2-24 67 M 2a 0 0 B 3
102 GDO01/2-25 65 M 3 3 0 v 2-3
103 GDO01/2-26 65 M 2b 0 0 IB 2
104 GDO01/2-27 74 M 2b 2 0 1A 2-3
105 GD01/2-28 75 W 2b 1 0 Il 2
106 GD01/2-29 63 M 2b 1 0 I 2
107 GD01/2-30 66 W 2a 1 0 ] 1-2
108 GDO01/2-31 66 W 2b 1 0 Il 3
109 GDO01/2-32 59 M 2a 2 0 A 1-2
110 GDO01/2-33 74 M 2b 0 0 IB 1-2
111 GDO01/2-34 71 M 2b 1 0 1] 2
112 GD01/2-35 73 M 2b 1 0 I 2-3
113 GD01/2-36 77 W 2a 1 0 ] 2
114 GD01/2-37 66 M 2b 1 1 I 1-2
115 GD01/2-38 66 W 4 1 0 B 1
116 GDO01/2-39 75 M 2a 0 0 IB 1
117 GDO01/2-40 62 M 2 1 0 Il 2-3

& fortlaufende Nummerierung der Patienten innerhdgb vorliegenden Arbeit

® M: méannlich; W: weiblich

¢ die Einteilung der nach dem UICC-Klassifikatiorsteyn (vgl. Tabelle 1.2); das Prafix ,p*
kennzeichnet Werte, die auf postoperativen, pagimthenBefunden beruhen
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Tabelle 3.4: Daten der Krebs-freien Vergleichsgrupp (N = 20).

Patient Nr.? IMPB-Code Alter Geschlecht
118 GD01/3-01 65 W
119 GD01/3-02 68 M
120 GD01/3-03 75 M
121 GDO01/3-04 58 M
122 GDO01/3-05 56 M
123 GDO01/3-06 65 M
124 GDO01/3-07 66 W
125 GD01/3-08 66 M
126 GD01/3-09 66 M
127 GD01/3-10 70 M
128 GDO01/3-11 69 W
129 GDO01/3-12 67 W
130 GDO01/3-13 76 M
131 GDO01/3-14 67 W
132 GDO01/3-15 71 W
133 GDO01/3-16 70 W
134 GDO01/3-17 69 M
135 GD01/3-18 73 w
136 GD01/3-19 65 M
137 GDO01/3-20 72 W

& fortlaufende Nummerierung der Patienten innertddb vorliegenden Arbeit

3.3 Glykosphingolipidanalytik

Fur die Expressionsanalyse werden GSL mit orgaaistidsungsmitteln aus biologischen
Proben extrahiert. In den Extrakten liegen GSL igduaf sehr komplexen Mischungen vor, in
denen sie sich sowohl aufgrund ihrer Glykan- alshalipidstrukturen unterscheiden. Zur
Analyse solcher Gemische werden vielfaltige Tecbnikeingesetzt. Mit Hilfe von
Dunnschichtchromatographie, Overlay-Assay und nmegsektrometrischen Methoden kann
sowohl die Struktur einzelner GSL als auch derepré&ssionsniveau bestimmt werden.

3.3.1 Extraktion und Reinigung von GSL aus Gewebe
Die Gewebeproben wurden mit Hilfe eines Skalpellg einer auf -20 °C vorgekuhlten

Glasplatte zerkleinert und in ein Schraubdecketiddn aus Glas mit Teflon-Dichtung
Uberfuhrt (Pyrex, Staffordshire, England). Die G®&Uurden in einem dreistufigen Prozess
extrahiert, in dem Chloroform und Methanol in véiisdenen Mischverhaltnissen eingesetzt
wurden. Zuerst wurde das Gewebe nach Zugabe voh Chioroform/Methanol (1/2) mit
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einem Homogenisator (Polytron PT 1200, Kinematica, Aittau, Schweiz, Spitzentyp PT-
DA 1205/2 und PT-DA 1207/2) 2 min lang zerkleinend dann 1 min lang mit einem Vortex
Genie 2 (Bender & Hohbein AG, Zirich, Schweiz) gechi. Um kein Probenmaterial zu
verlieren, wurde die Spitze des Homogenisators Hdiefend in 2ml des
Losungsmittelgemisches gesaubert, welches ansehlie® min lang gemischt und dann mit
dem ersten Homogenisat vereinigt wurde. Dieses avGrdhin lang mit Ultraschall behandelt
und dann 2 min lang bei 1400 x g abzentrifugieret{ldh Universal, Rotor 1323, Béach,
Schweiz). Der Uberstand wurde in einen Spitzkoltbarfihrt und das Sediment durch 1-
minutiges Mischen und eine 5-minutige Ultraschdibioedlung in 4 ml Chloroform/Methanol
(1/1) (v/v) resuspendiert. Das Gemisch wurde ermentrifugiert und der Uberstand mit dem
ersten Extrakt vereinigt. Ein dritter Extraktionisstt mit Chloroform/Methanol (2/1) (v/v)
wurde nach dem gleichen Schema durchgefuhrt. Deuhgsmittel der vereinten Extrakte
wurden in einem Rotationsverdampfer (Heidolph VVO20 Kehlheim) bei 37 °C und
210 rpm abgezogen.

3.3.2 Herstellung von GSL-Extrakten
Neben GSL befinden sich auch verschiedene Estdgliglie bei weiteren Analysen storen,

im erhaltenen Extrakt. Diese wurden durch alkakselydrolyse verseift.

Dazu wurde der Ruckstand des Extraktes in 4 ml N&DH geldst, bei 37 °C unter
Bewegung inkubiert und nach 1 h mit 400 ul 10 M HeEltralisiert.

Durch Dialyse gegen deionisiertes Wasser wurderoBbwiedermolekulare Substanzen
als auch Salze entfernt. AnschlieRend wurde dertralesierte Ansatz in einem
Dialysemembranschlauch (Medicell Int. Ltd., Londdéngland) mit einemcut-off von
12 kDa bis 14 kDa gegeben und gegen je 5| deemes Wasser 2 d lang bei 4 °C unter
leichtem Ruhren dialysiert. Das Wasser wurde 2{éaglich gewechselt.

Das Retentat wurde anschlie3end im Rotationsverfiarepgedampft. Dieser Rohextrakt
wurde in definierten Volumina Chloroform/Methan@/Y) (v/v) aufgenommen und fir die

folgenden Analysen bei -20 °C gelagert.

3.3.3 Extraktion und Reinigung von GSL aus Serumpro  ben
Humane Serumproben mit Volumina von 300 pl wurdelasprobenrohrchen (Flasche

G 1, Artikel Nr. 300101, CS Chromatographie ServdrabH, Langerwehe) mit Lochkappen
eingefroren. Die Lochkappen wurden mit Glasfagerfil (Typ 691, 1,6 um Porengrol3e,
VWR, Darmstadt) ausgestattet, um bei der folgendgrophilisation Uber Nacht
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Kreuzkontaminationen zu verhindern. In den daraldédnden Schritten wurden Kappen mit
PTFE-Dichtungen verwendet. Zur Extraktion von Lgndwvurden die Lyophilisate mit 1,3 ml
eines Losungsmittelgemischs bestehend aus Chlonttethanol/Wasser (30/60/8) (v/viv)
versehen, intensiv vermischt, fir 30 min im Ultiztbad inkubiert und anschlieRend bei
1900 x g fir 4 min zentrifugiert. Nach Abnahme déserstands wurde das Sediment einem
zweiten analogen Extraktionsschritt  unterzogene Diereinten Uberstande aus den

Extraktionen wurden im Stickstoffstrom bei 37 °*@gadampft.

Phospholipase C (PLC)-Verdau
Phospholipide liegen im Vergleich zu GSL in hohetretschuss in humanem Serum vor und
missen fur eine zuverlassige GSL-Analyse entfeddr @umindest abgereichert werden.
Phospholipide stéren sowohl bei der Dinnschichtlatographie, wo sie durch
Uberladungs- und Verdrangungseffekte die Trennlegund Zuverlassigkeit des Verfahrens
herabsetzen, als auch bei der Massenspektrometoesie die lonisation anderer in
geringeren Konzentrationen vorliegenden Substanzeterdricken (Sheret al. 2005;
Johansoret al. 2007).

Zur spezifischen Abreicherung von Phospholipiden rdea die gewonnenen
Lipidrohextrakte einem PLC-Verdau unterzogen. PLGaltet die Phosphatesterbindung
zwischen dem Glyzerin und dem Phosphat, wobei Dgaaerin und die polare Kopfgruppe

des Phospholipids frei werden. Diese lassen sichdlgenden von den GSL trennen.

Material:
PLC-Reaktionspuffer 40 mM Tris
40 mM CadGl
pH 7,5
PLC-Stammldsung 50 U/ml (awacillus cereusSigma, Saint Louis, MO,
USA)
Durchfihrung:

Fur den Verdau wurden die getrockneten Extrakted®@ pl Milli Q versetzt und durch
Ultraschallbehandlung emulgiert. Danach wurden ib®eaktionspuffer mit 40 mM Tris
(pH 7,5) und 40 mM Caglsowie 50 pl Enzymstammiésung bzw. 2,5 U PLC hiegedpen.
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Der Reaktionsansatz wurde bei 37 °C fur 16 h iemirwasserbadschttler inkubiert. Dabei
setzt nach Definition 1 U Phospholipase C 1 umaseddsliche Phosphorverbindungen von
L-a-Phosphatidylcholin pro min bei pH 7,3 und 37 °@.fr

Festphasenextraktion

Die Festphasenextraktion (SPE, engblid phase extractign wurde mit einem
modifizierten VacElut-System (Baxter Healthcare lcoMuskegon, MI, USA) durchgefihrt,
das die parallele Bearbeitung von bis zu 12 Praperdglicht.

Alle Teile, die mit der Probe und den verwendetd@isungsmitteln in Kontakt kamen
waren entweder aus Stahl, Glas oder PTFE, um [Rasgisgegentber (halogenierten)
Lésungsmitteln, wie Chloroform, zu gewahrleisterd utie Kontamination der Probe durch
Weichmacher und andere Substanzen aus Kunststefialan zu vermeiden.

Saulen fur die SPE wurden in Hilsen von Glasspri{fE®rtuna Optima Ganzglasspritzen,
1 ml, 6 mm Innendurchmesser, Poulten und Graf, Néert) gepackt, die mit zwei Lagen
Glasfaserfiltern (Typ 691, 1,6 um Porengréf3e, VVIRymstadt) als Bodenfritte versehen
wurden. Uber das Luer-Stecksystem wurden die Smiitzlsen auf Teflon-Ventile mit
Stahlkanile aufgesetzt und im VacElut-System ftxigber die Ventile wurde der Fluss der

Elutionsmittel kontrolliert.

Umkehrphasen-SPE

Umkehrphasenmaterial besteht meist aus modifizrei&lika, dessen Oberflache derart
verandert wurde, dass sie anstatt polarer haupid@icmpolare Eigenschaften besitzt. Durch
Modifikation der polaren Silanolgruppen und die fihrung von aliphatischen Gruppen, wie
Octadecyl- oder Octylgruppen, werden die Eigendehafler stationdren Phase demnach
~-umgekehrt”.

Zur Abreicherung von niedermolekularen Salzen uedtmalen Lipiden, wie Tri- und
Diacylglycerinen, die die GSL-Analyse beeintracatigwurden die verdauten Lipidextrakte
Uber Umkehrphasenmaterial gereinigt. Eine Binduog mnalyten an die Festphase erfolgt
entsprechend Uber hydrophobe Wechselwirkungen hediei niedermolekularen Salzen am
geringsten und bei neutralen Lipiden am starkstesgepragt sind. Relativ polare Lipide wie
GSL binden, wenn sie in einem polaren Lésungsnaiidégetragen werden, im Gegensatz zu
Salzen an die Umkehrphase und koénnen durch eineessike Erhéhung der eluotropen

Stéarke der mobilen Phase noch vor den neutraleddng(Triacylglyzeride) eluiert werden.
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Durchfihrung:

Fur die Umkehrphasen-SPE wurde das modifizierte EldeSystem verwendet und
Séaulen mit 100 mg Sep-Pak C18 Material (Waters, fawtii MA, USA) gepackt
(Bettvolumen 250 pl).

Die einzelnen Arbeitsschritte der Umkehrphasen-SRBiid in Tabelle 3.5
zusammengefasst. Kurz vor dem Auftragen wurdenRli€-verdauten Proben kurz mit
Ultraschall behandelt und dann direkt aufgetrad@sr. Durchlauf des Probenauftrags wurde
im urspringlichen Probengefald aufgefangen und &eBeimd noch zweimal, jeweils nach
kurzer Ultraschallbehandlung, rezykliert, um eineaximale Bindung aller Lipide
sicherzustellen und Verluste gering zu halten.

In einem Waschschritt mit Wasser wurden Salze,adi® dem Serum koextrahiert oder
zum PLC-Verdau hinzugegeben wurden, entfernt. Metidnol wurden hauptsachlich polare
Lipide eluiert, wahrend die Mehrheit der neutraldmpide, d.h. Triacylglycerine,
Diacylglycerine, Cholesterin und dessen Ester, @eif Saule verblieben. Die Methanol-

Fraktion wurde im Stickstoffverdampfer bei 37 °Grgeknet.

Tabelle 3.5: Arbeitsschritte der Festphasenextraktin von GSL mit Sep-Pak C18 Material.

Arbeitsschritt Volumen Losungsmittel

1,5ml Chloroform
Chloroform/Methanol

Konditionieren 1,5 mi (2/1) (viv)
1,5ml Methanol
1,5ml Milli Q
Probenauftrag 0,6 ml (2x rezyklieren) wassrigerf&tuf
Waschen 1,5ml Milli Q
Elution 0,75 ml Methanol

Normalphasen-SPE

Bei der Normalphasen-SPE erfolgt eine Interaktiondar stationdren Phase Uber polare
Wechselwirkungen, z.B. Wasserstoffbriickenbindun@epol-Dipol-Wechselwirkungen und
induzierte Dipole sowia-Komplexbindungen (Gey 1998).

Durch die Normalphasen-SPE wurde eine Beseitigwerhliebener Reste von unpolaren
Lipiden und eine Fraktionierung von den polarenidém erreicht. Daflir wurde das

modifizierte VacElut-System verwendet und Saulen j@i 100 mg latrobeads 6RS-8060
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(PorengroRe 80 A, PartikelgroBe 60 pm, MachereyeNaBiiren) als stationdre Phase
gepackt (Saulenbettvolumen 200 pl).

Alle Arbeitsschritte der Normalphasentrennung sindTabelle 3.6 zusammengefasst.
Dabei wurde das Uuber Umkehrphasen-SPE entsalztedgeimisch in Chloroform
aufgenommen und aufgetragen. Wie zuvor bei der binpkeasen-SPE wurde wurde beim
Probenauftrag der Durchlauf im urspringlichen Gef#§gefangen und nach kurzer
Ultraschallbehandlung erneut aufgetragen. Diesergdtg wurde insgesamt zwei Mal
durchgefuhrt. Neutrale Lipide wurden in zwei Wasthigten mit Chloroform und
Chloroform/Methanol (9/1) (v/v) eluiert. Danach a@dgte die Fraktionierung der polaren
Lipide mit einem Stufengradienten (siehe Tabel®.Die erhaltenen Fraktionen wurden bei

-20 °C gelagert.

Tabelle 3.6: Arbeitsschritte zur Fraktionierung von GSL auf latrobeads-Saulen.

Arbeitsschritt Volumen Losungsmittel Eluat
1,2 mi Chloroform
Konditionieren 1,2 mi Chloroform/Methanol (1/1) (v/v)
1,2 mi Methanol
1,2 ml Chloroform
Probenauftrag (2x rg’z6ylr<rllileren) Chloroform
Waschen 0,6 ml Chloroform
Waschen 0,6 ml Chloroform/Methanol (9/1) (v/v)
Elution 0,6 ml Chloroform/Methanol (2/1) (v/v) E1l
Elution 0,6 ml Chloroform/Methanol (1/2) (v/v) E2
Elution 0,6 mi Chloroform/Methanol (1/4) (v/v) E3
Elution 0,6 ml Methanol E4
Elution 0,6 ml Methanol/Wasser (4/1) (v/v) E5

3.4 Dinnschichtchromatographie

Wie andere Trenntechniken beruht auch die Dinnktithicomatographie (DC) auf der
unterschiedlichen Affinitat der Komponenten eineséhung zu zwei sich nicht mischenden
Phasen, der mobilen und der stationaren PhaseleB&C ist die stationdre Phase als diinne
Schicht auf einer Tragerfolie bzw. einer Glasplaiiégebracht. Als mobile Phase werden je
nach stationarer Phase und je nach Eigenscha#tudgennenden Analyten meist organische

Lésungsmittel eingesetzt.
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Fur eine Trennung mittels DC wird das Probengemmamichst auf einem definierten
Bereich am unteren Teil der DC-Platte aufgetrag&iese wird dann in einen
Chromatographietank mit einem Laufmittel gestedg dass der Bereich unterhalb der
Auftragszone in das Laufmittel eintaucht. Diesesigstiber Kapillarkrafte in der porésen
stationdren Phase hoch und transportiert als moPhlase die Komponenten aus der
Auftragszone in Richtung des oberen Rands der @ie?|Dabei werden die jeweiligen
Komponenten der Mischung aufgetrennt. Je starleinderaktion einer Komponente mit der
stationdren Phase, umso geringer ist ihre Mobilitid Laufhéhe. Ein substanzspezifischer
Wert ist der Retentionsfaktor, der sich aus demti@uoten der von der Substanz und der
Laufmittelfront zurtickgelegten Strecke, gemessedeaalAuftragszone, ergibt.

Nach einer definierten Laufzeit, oder wenn die Lligsmittelfront eine definierte Hohe
erreicht hat, wird die ,entwickelte* Platte dem kaantnommen. Im Idealfall liegen die
einzelnen Komponenten des Gemisches ortlich getrenttang der Laufrichtung auf der
Platte vor.

Bei der Hochleistungsdinnschichtchromatographieseveidie Partikel der stationdren
Phase Durchmesser von ca. 5 um und eine besoneléngay Grol3enverteilung auf. Hierbei
werden durch eine homogenere Matrix effizientaenfiungen sowie eine héhere Auflésung
erreicht (Reich & Schibli 2007).

Fur die GSL Analytik wird meist Silika als polaretasonare Phase mit
Chloroform/Methanol/Wasser-Gemischen als Laufmiéielgesetzt. Die Trennung der GSL
erfolgt in erster Linie aufgrund ihrer Glykostruktund in zweiter Linie aufgrund ihres
Ceramidanteils. Komplexe, sehr polare GSL interagieaufgrund ihres hydrophilen
Charakters starker mit der Silika-Festphase undemeeine geringe Mobilitdt im Vergleich
zu GSL mit einfachen Glykanen auf. Auch die Konfafion des Glykans hat einen Einfluss
auf die Trennung, so dass auch isomere Struktwréh,o2,3- unda2,6-sialylierte GSL,
mittels DC getrennt werden kénnen (Mithing 1996).

Nach erfolgter Trennung mittels DC kdnnen Substamai Hilfe von Farbereagenzien auf
den Platten nachgewiesen werden. Zum Nachweis ®ingBehen Reagenzien verschiedener
Sensitivitat und Spezifitdt zur Verfigung. Orcinisteallgemein Zuckerstrukturen nach und
farbt somit alle Glykolipide. Die Féarbung ist jediodestruktiv, so dass die Analyten nicht

mehr fur weitere Analysen zur Verfigung stehen.
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Laufmittel:

LM1: Laufmittel fir neutrale GSL:
Chloroform/Methanol/Wasser (120/70/17) (v/iviv)20(mg CaGl/ 100 ml)

LM2: Laufmittel fir Ganglioside:
Chloroform/Methanol/Wasser (120/85/20) (v/viv)20(mg CaGl/ 100 ml)

LM3: Laufmittel fir hoch polare Ganglioside:
Chloroform/Methanol/Wasser (50/47/14) (viviv) ©(@g CaCi/ 100 ml)

GSL-Referenzen:

Neutrale GSL aus humanen Erythrozyten

Referenz: JM10/80

Konzentration nach Einwaage: 5 pg/ul
Hauptkomponenten: MHC, LacCer, Gb3Cer, Gb4Cer

Ganglioside aus humanen Granulozyten:

Referenz: JM07/7-1

Konzentration nach Einwaage: 2 pg/ul

Hauptkomponenten: GM3, fdLc4Cer, I\PnLc4Cer, VPnLc6Cer, VPnLc6Cer

Ganglioside aus humanen Granulozyten (polare Fenakti

Referenz: JM07/7-3

Konzentration nach Einwaage: 5 pg/ul

Hauptkomponenten: RaLc4Cer, \PnLc4Cer, VPnLc6Cer, VPnLc6Cer, monosialylierte
Ganglioside mit nLc8- und nLclO-Grundstruktur  sowieunterschiedlichem
Fukosylierungsgrad
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Durchfihrung:
Mit Kieselgel 60 vorbeschichtete DC-Platten (MerdRarmstadt, 10 cm x 10 cm,

Schichtdicke 0,2 mm, Nr. 1.05633.0001) wurden vemdsebrauch 45 min lang bei 110 °C
inkubiert, um restliche Feuchtigkeit zu entfernerd gleich bleibende Leistung wéhrend der
Chromatographie zu gewéhrleisten. Die derart aitign Platten wurden in einem Exsikkator
gelagert, der zudem noch PhosphorpentoxiD{Penthielt, um eine trockene Atmosphéare
aufrecht zu erhalten.

GSL-Proben wurden mit einem Linomat IV-Applikat@AMAG, Muttenz, Schweiz) auf
die DC-Platten gespruht. Dadurch wurden kompaktk glaichmalRlige Probenauftragszonen
erzielt, die eine hohe Auflosung bei der DC ernwiwn. Fir den Vergleich der GSL-
Expression in Gewebeproben wurden die Lipidextra&tesprechend einer konstanten
Gewebemasse und fur den Vergleich der GSL-Expnessi&erum entsprechend konstanter
Serumvolumina aufgetragen.

Bei der DC von Rohlipidextrakten aus Gewebeprobemdes ein Chloroform-Vorlauf
durchgefuhrt, d.h. die Platten wurden nach der é&mwapplikation in einem kleinen
Chromatographie-Tank (Innenmafl3e 6 x 11 x 13 cma@essmbH, Heidelberg) mit 40 mi
Chloroform fur 30 min chromatographiert. Unpolanpitle wurden vom Laufmittel an das
obere Plattenende transportiert, wahrend die GSlden Auftragszone verblieben. Nach
Trocknung der Platten in einem Exsikkator unter Mak fur 10 min erfolgte die
Auftrennung der polaren Lipide mit einem GSL-Lauteli Der Chloroform-Vorlauf
verringerte die Menge an Matrixsubstanzen in derftrAgszone und ermdglichte im
Folgenden hdhere Trennleistungen.

Die chromatographische Trennung von GSL erfolgtgrolien Chromatographie-Tanks
(Innenmalfl3e 8 x 21 x 22 cm, Desaga GmbH, Heidelpeig) mit 100 ml Laufmittel befullt
waren. Die Tanks wurden mit Filterpapier (Chromaapyy Paper, 3MM Chr, Whatman
International Ltd., Maidstone, England) ausgekleided vor dem ersten Lauf mindestens 3 h
ruhen gelassen, um eine optimale Sattigung deraaspund somit konstante Bedingungen
zu erzielen. Die Laufzeiten richteten sich nach demvendeten Laufmitteln (LM1 und LM2
20 min, LM3 25 min).
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3.4.1 Orcin-Farbung

Material:
Orcin-L6ésung: 0,3% Orcin in 3 M40,

Durchfihrung:
Die DC-Platten wurden nach dem Lauf 5 min lang imes Exsikkator unter Vakuum

getrocknet. Danach wurden sie fir 15s in Orcindnds getaucht und anschlieRend zu
Farbentwicklung bei 100 °C auf einem TLC Plate idedt (CAMAG, Muttenz, Schweiz)
inkubiert. Die erhaltenen violett-braun gefarbtersL&Banden wurden mit Hilfe eines
Densitometers ausgewertet (Kapitel 3.5.5).

3.5 Overlay-Assay

Der Overlay-Assay ist eine Methode fur den Nachweiszifischer GSL-Strukturen auf DC-
Platten. Das Konzept des Overlay-Assays wurde vagrdni und Mitarbeitern entwickelt
(Magnani et al. 1980) und nutzt die spezifische Bindung biologeclsubstanzen an
Glykostrukturen von GSL aus. Etabliert wurde dasfafeen durch den gezielten Nachweis
von GM1 mit einer radioaktiv markierten B-Unteresithdes Cholera Toxins auf DC Platte.
Die Spezifitdt der Nachweismethode ergibt sichdersTatsache, dass GM1 der Rezeptor ist,
uber den das Cholera Toxin an die Oberflachen \alez bindet.

Im Allgemeinen koénnen fir den spezifischen Nachwemsy GSL auch weitere GSL
Determinanten-bindende Substanzen eingesetzt weddgeen Bindemotiv bekannt ist. Dies
konnen neben Toxinen auch Antikorper oder allgemegktine sein. Inzwischen wurden
viele monoklonale Antikbper und Lektine beschrigbdie an Glykostrukturen u.a. von GSL
binden (Kannagi 2000; Gabius 2009).

Der Ablauf eines DC-Overlay-Assays ahnelt dem agrdé&estphasen-Assays, wie dem
ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent agsager Western Blot, und lasst sich im
Allgemeinen in drei grundlegende Schritte einteilddach der chromatographischen
Auftrennung wird im ersten Schritt ein primarer @imgspartner auf die Platte gegeben. Dies
konnen gegen GSL-Determinanten gerichtete Antikbguer auch andere GSL-bindende
Proteine sein. Im zweiten Schritt wird eine Repar@ppe eingefihrt. Dies erfolgt meist in
Form eines Sekundarantikorpers, der mit einer Regpuppe konjugiert ist und spezifisch
die erste gebundene Substanz erkennt. Im drittémitSerfolgt der Nachweis des in den
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ersten beiden Schritten gebildeten Komplexes. Werbreitet ist die Verwendung von
Enzymen als Reportergruppe, z.B. alkalischer Phaisgk (AP) oder Meerrettich-Peroxidase
(HRP, engl. horseradish peroxida3e Dabei konnen GSL Uber eine Farbreaktion
nachgewiesen werden. Chromogene Substrate werdemagserunlosliche Chromophore
umgesetzt, die am Ort der Reaktion ausfallen unaitsdie jeweiligen GSL lokalisieren.

Abbildung 3.1 veranschaulicht den beschriebenerzd®® zum GSL-Nachweis. Die in
dieser Form dargestellte Methode wird auch als Imwmagsay oder Immunfarbung
bezeichnet, da als primérer Bindungspartner ein-§&izifischer Primarantikérper eingesetzt
wird. Als Reportergruppe wird ein Enzym uber eirki@elarantikdrper-Konjugat eingefuhrt.
Der Nachweis der GSL erfolgt Gber eine Enzym-veaetié Farbreaktion.

chromogenes
Substrat

Enzym
Prazipitat

Sekundar-
antikorper

Primér-
antikérper

GSL
Silikagel

Trager

Abbildung 3.1: Overlay-Assay Schema.

Aul3er zur bloRBen Detektion einzelner GSL kann deerfay-Assay auch zum Nachweis
von biologisch aktiven GSL bzw. zur Bestimmung vBezeptorstrukturen von Viren,
Bakterien und Toxinen eingesetzt werden (Muthingg&)9

Der Overlay-Assay kann je nach verwendetem Bindpaugser sehr sensitiv und
spezifisch sein. Er ist von besonderer BedeutundemGSL-Analytik, da er zerstérungsfrei
arbeitet und die detektierten GSL nach dem Assaywigitere Analysen zur Verfigung
stehen. Zudem liefert der Overlay-Assay aufgrund &pezifitaten der Antikorper
Informationen Uber die Feinstruktur des Glykansg wiB. Art der Monosaccharideinheiten
sowie Typ und Position der glykosidischen Bindungdie mit anderen Techniken nicht zu
erreichen sind, wenn GSL nur in kleinen Mengen odeld in Form von komplexen

Mischungen vorliegen.
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Um zusatzliche Strukturinformationen zu erzieleat, $ich die Kopplung von DC-Overlay-

Assay und Massenspektrometrie als besonders rMutzéicausgestellt; dieses Prinzip wird in
Kapitel 3.6 genauer erlautert.

3.5.1 Immunoassay

Priméarantikorper:

Tabelle 3.7: Eingesetzte Primarantikorper fir die mmundetektion von GSL auf DC-Platten.

Antigen Typ? Spezies Verdiinnung Referenz
LacCer pk  Huhn IgY (1/2000)  JM06/249-1(Duvaret al.1997)
Gb3Cer/CD77 pk  Huhn IgY (1/2000) JIMO06/298-1(Duvaret al.1997)
Gb4Cer pk  HuhnlgY (1/2000)  JIMO06/206(Duvaret al. 1997)
IV®nLc4Cer/CD75s  pk  HuhnlgY  (1/2000)  “MO®/ 280%('\)"3‘3)'59”“ al
IV3nLc4CerfisoCD75s  pk  HuhnigY — (1/2000)  SMO® 280545('\)"3‘3)'59”“ al
JM07/193 (CSLEX-1)
sLe/CD15s mk  Maus IgM (1/1000) (Fukushimaet al. 1984)
% pk: polyklonal; mk: monoklonal
Sekundarantikorper:
Tabelle 3.8: Mit Enzym-konjugierte Sekundarantikérper.
Antigen Typ Spezies Verdinnung NPA
Huhn 1gG (1gY) AP-konjugiert Kaninchen (1/2000) 3035-003
Huhn IgG (lgY) HRP-konjugiert Kaninchen (1/2000) 33035-003
. . 115-055-003
Maus IgG und IgM  AP-konjugiert Ziege (1/1000)

115-055-020
# alle Sekundéarantikérper wurden von Dianova (Diem&mbH, Hamburg) bezogen.

Material:

Plexigum-LAsung: 0,5% Polyisobutylmethacrylaieff@gum P28,

R6hm, Darmstadt) in n-Hexan (getrocknet)
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CMF-PBS (Calcium Magnesium Free Phosphate-Buffered Saline
8 mM NaHPO,
1,5 mM KHPO,
140 mM NacCl
2,7 mM KCI
0,02% (w/v) Nahl
pH 7,2

Losung A 1% (w/v) lipidfreies bovines Serumalbom(BSA)
(Nr. 1930, Fraktion V, Serva, Heidelberg) iNEPBS

Durchfihrung:
Nach chromatographischer Trennung der GSL auf Daité¥l wurden diese 40 min lang

im Exsikkator unter Olpumpenvakuum getrocknet. Afis@end wurden sie 30 min lang in
Plexigum-Losung chromatographiert, um sie zu impi&gn und fur folgende
Inkubationsschritte in wassrigen Puffern zu stalafien. Die Platten wurden dazu aufrecht in
einen mit Plexigum-Losung versehenen Tank gestBlatten, auf denen neutrale GSL
aufgetrennt waren, wurden kurz getrocknet und danreweites Mal fir weitere 20 min mit
Plexigum chromatographiert. Das nicht impragnidtieselgel am oberen Plattenrand wurde
bei diesen Platten abgekratzt. Bei Platten mit Gasigen wurde dieses durch Abschneiden
der oberen Haélfte entfernt. Es folgte eine Vorinkitn in CMF-PBS bei 37 °C Uber Nacht.
Alle folgenden Schritte wurden bei Raumtemperatwwrchdgefihrt. Um unspezifische
Bindungen an der Kieselgeloberflache zu minimiensarden die Platten zu Beginn des
Overlay-Assays 30 min lang in Lsg. A geblockt. Damaurde der in Lsg. A verdinnte Anti-
GSL-Primarantikorper hinzugegeben. (siehe Tabell¢ Blach einer Inkubationszeit von 1 h
wurden drei Waschschritten mit CMF-PBS durchgeflinm ungebundenen Primérantikdrper
zu entfernen. Danach wurde der entsprechende, alseii Lsg. A verdinnte, Enzym-
konjugierte Sekundarantikorper hinzugegeben. Jb aagestrebter Farbung war dies ein AP-
oder HRP-konjugierter Antikdrper (vgl. Tabelle 3.Blach einer einstiindigen Inkubationszeit
wurde durch drei weitere Waschschritte mit CMF-P&®8ebundener Sekundarantikorper
entfernt. Die Platten wurden wenige Minuten langlé&m Detektionspuffer der angestrebten
Farbung &aquilibriert bevor die entsprechende Sabktisung hinzugegeben und die

Nachweisreaktion gestartet wurde. Alle verwend®etektionssysteme sind in Kapitel 3.5.4
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beschrieben. Die Farbentwicklung wurde im Allgemns@inabgebrochen, sobald sich das
Hintergrundsignal verstarkte. Dazu wurden die Biratnit dem jeweiligen Detektionspuffer
gewaschen. Die erhaltenen, gefarbten Banden wudéesitometrisch quantifiziert (siehe

Kapitel 3.5.5) und die Platten bis zur weiterenwemdung bei -20 °C gelagert.

3.5.2 Lektin-Assay

Material:
Biotinyliertes Maackia amurensiAgglutinin | (MAA, Nr. B-1315, Vector Laboratories

Inc., Burlingame, CA, USA)

Streptavidin (Nr. 016-000-084, Jackson Immunorededraboratories Inc., Westgrove,
PA, USA)

Biotinylierte alkalische Phosphatase (Nr. BOOO-®G&%ckland Immunochemicals Inc.,

Gilbertsville, PA, USA)

Lektin-Puffer 0,01 M Tris
0,15 M NaCl
1 mM MgCh
1 mM MnC}
1 mM Cad{
pH 7,5
Durchfiihrung:

Der Lektin-Assay wurde im Wesentlichen analog zummunoassay durchgefihrt (vgl.
Kapitel 3.5.1). Anstelle eines Antikorpers wurdes daektin MAA zum spezifischen GSL-
Nachweis eingesetzt. Als Reportergruppe, das diehWeisreaktion vermittelt, wurde ein
Enzym Uber das Biotin-Streptavidin-System eingdfuBras Lektin und das verwendete
Reporterenzym AP waren beide Biotin-konjugiert.eftavidin besitzt eine extrem hohe
Affinitat zu Biotin und kann die Bindung des Enzyars das Lektin vermitteln. Aufgrund der
Multivalenz des Streptavidin-Komplexes wird dabeisatzlich eine Signalamplifikation

erreicht.
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Fur den Lektin-Assay wurden Plexigum-fixierte DGx&én verwendet, die Gber Nacht in
CMF-PBS inkubiert und anschlieBend mit Lsg. A gektovurden. Nach Aquilibrierung der
Platten in Lektin-Puffer wurden sie jeweils 1 h damit 2 pg/ml biotinyliertemMAA in
Lektin-Puffer, 1 pg/ml Streptavidin in Lsg. A und50ng/ml biotinylierter AP in Lsg. A
inkubiert. Nach den Inkubationsschritten wurde jgsvdreimal mit CMF-PBS gewaschen,
um ungebundenes Material zu entfernen. Von MAA enka GSL wurden final mit dem
BCIP/NBT-Detektionssystem (Kapitel 3.5.4.1) nachgsen. Auch in diesem Fall wurde die
Farbung bei Anstieg des Hintergrundsignals gestoppm geféarbten GSL-Banden wurden
mittels Densitometrie ausgewertet und die Plattésm zu ihrer weiteren Verwendung

bei -20 °C gelagert.

3.5.3 Overlay-Assay mit Mehrfachfarbung

Zum Nachweis verschiedener GSL-Determinanten awfueid derselben Platte wurden
mehrere Overlay-Assays sequenziell durchgefuhrtt jgdlem Overlay-Assay wurde ein
zusatzliches GSL-Strukturmotiv detektiert.

Nach der DC-Trennung der GSL wurde der erste Oyékbsay entsprechend
Kapitel 3.5.1 durchgefiihrt und densitometrisch awsgtet. Um anschliel3end einen weiteren
Assay durchzufuhren, wurden die Platten 90 min langinem Umluftofen (ULE 500,
Memmert GmbH, Schwabach) bei 140 °C inaktiviert dadn Uber Nacht bei 37 °C in CMF-
PBS inkubiert. Danach erfolgte ein weiterer Assatgrechend Kapitel 3.5.1 oder 3.5.2. Auf
diese Weise wurden bis zu drei Overlay-Assays ilgd-ait einer Platte durchgefuhrt. Um
die Signale der einzelnen Assays zu unterscheidenden jeweils Detektionssysteme

eingesetzt, die Prazipitate mit differierenden Earbrzeugten (siehe Kapitel 3.5.4).
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3.5.4 Detektionssysteme fiir Overlay-Assays

Fur den Nachweis von GSL wurden Detektionssystesrevendet, die auf der Enzym-
katalysierten Produktion von Chromophoren basiemls. Reporterenzyme wurden die
alkalische Phosphatase (AP) und die Meerretticlmoidase (HRP) verwendet. Fir den GSL
Overlay-Assay wurden Substrate verwendet, die issemrunldsliche Chromophore umgesetzt
werden. Durch die Prazipitation der Farbstoffe arhi@er Produktion ist es moglich gezielt
GSL auf der DC-Platte zu lokalisieren. Im Folgenderd alle Detektionssystem aufgefuhrt

die bei den Overlay-Assays verwendet wurden.

3.5.4.1 Detektionssysteme mit alkalischer Phosphata  se

BCIP-Farbung

Material:
Detektionspuffer 0,1 M Glycin
1 mM ZnC}
1 mM MgCh
pH 10,4
BCIP-L6sung 0,05% (w/v) BCIP (5-Brom-4-chlor-3-oigl-phosphat-
p-toluidinsalz) (Roth, Karlsruhe) in Glycin-Puffe
Durchfihrung:

Fur die Substrat-Lésung wurde BCIP durch intensiischen und Inkubation im
Ultraschallbad in Glycin-Puffer geldst. Zum Nachsveion GSL wurde die Substratldsung
frisch angesetzt und auf mit Glycin-Puffer aquildore Platten gegeben. Die

Nachweisreaktion produziert einen blauen Farbstoff.
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NBT/BCIP-Farbung
Material:

NBT/BCIP-Detektionspuffer

NBT/BCIP-Stammldsung

Durchfihrung:

0,1 M Tris
0,05 M MgC}
0,1 M NacCl
pH 9,5

18,75 mg/ml Nitroblautetraaoisalz (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim)
9,4 mg/ml BCIP
in Dimethylsulfoxid/HO (2/1) (v/v)

Fur die Nachweisreaktion mit NBT/BCIP wurde die NBTIP-Stammlésung 1/50 mit

dem Detektionspuffer verdinnt und auf die Platteageipen, die zuvor mit dem

Detektionspuffer aquilibriert wurden. Die Reaktiomurde durch Waschen mit dem

Detektionspuffer gestoppt. Das NBT/BCIP-AP-Detef$isystem produziert ein dunkles,

blau-violettes Prazipitat.
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Fast Red-Farbung
Material:

Fast Red-Detektionspuffer

Fast Red-L6sung

NASMXP-LOsung

0,2 M Tris
pH 9,1

2mg/ml FastRed TR Salz (Servactriglghoresis
GmbH, Heidelberg) in Detektions-Puffer

2 mg/ml NASMXP (Naphthol-AS-MX-phosgth
Dinatriumsalz, Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz) i

Detektionspuffer
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Durchflhrung:
Die Fast Red- und NASMXP-LOosungen wurden durch nisitees Mischen und

Ultraschallbehandlung in Detektionspuffer geloste BPast Red-Lésung wurde filtriert und
kurz vor dem Beginn des Detektionsschrittes mieeirgleichen Volumen NASMXP-LAsung
vermischt. Die entstandene Losung wurde auf Plafegeben, die zuvor mit Fast Red-
Detektionspuffer aquilibriert wurden. Die Fast Reédlbung ergibt ein rotes Prazipitat (Van
Duijn et al. 1967).

Variaminblau-Féarbung
Die Variaminblau-Farbung wurde analog zur Fast Rédbung durchgefuhrt. Anstelle von
Fast Red TR wurde Variaminblau TR-Salz (Sigma-AldriChemie GmbH, Steinheim)

verwendet.

Neufuchsin-Farbung
Material:
Neufuchsin (Merck KGaA, Darmstadt)

NASTRP-L6sung 0,25 mg/ml Naphthol-AS-TR-phosplkétika Chemie
GmbH, Buchs, Schweiz) in Detektionspuffer

Neufuchsin-Detektionspuffer 0,2 M Tris
10 mM MgC}
pH 9,1

Durchfiihrung:
Zur Herstellung des Diazoniumsalzes von Neufuckainden 0,25 ml 4% (w/v) NaNO

und 0,25 ml 4% (w/v) Neufuchsin, je gel6st in 2 NCIHvermischt und ftr 10 min inkubiert.
Danach wurde die Losung mit 1 ml 0,5 M NaHC@eutralisiert. Um die finale Substrat-
Lésung zu erhalten, wurde der Ansatz mit 40 ml NRETL6sung verdunnt. Die Neufuchsin-

Farbung produziert einen rot-braunen Farbstoff.
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3.5.4.2 Detektionssysteme mit Meerrettich-Peroxidas e

AEC-Farbung

Material:
AEC-Stammlésung 0,4% (w/v) AEC (3-Amino-9-Ethylcadol, Fluka
Chemie GmbH, Buchs, Schweiz) in Dimethylformamid
AEC-Detektionspuffer 0,05 M Natriumacetat
pH 5,0

Wasserstoffperoxid (30%)

Durchfihrung:
Es wurde 1 ml der AEC-Stammlésung mit 19 ml AECdhébnspuffer verdinnt. Kurz
vor dem Beginn der Farbung wurden unter stéandigestidn 7 pl der Wasserstoffperoxid-

Losung hinzugegeben (Grahahal. 1965). Bei der AEC-Farbung entsteht ein dunketrote
Farbstoff.

DAB-Imidazol-Farbung

Material:
DAB-Imidazol-Losung 1,3mM DAB (3,3'-Diaminobenzidi Fluka Chemie
GmbH, Buchs, Schweiz)
0,1 M Imidazol (Merck KGaA, Darmstadt)
0,05 M Tris
pH 7,6
Durchfiihrung:

Direkt vor Beginn jeder Farbung wurden 20 ml DABHdiazol-Losung mit 7 pl 30%-iger
H,0O,-L6sung vermischt. Die DAB-Imidazol-Farbung proderzieinen braunen Farbstoff.

DAB-Ni/Co-Farbung

Material:
Kobalt-Stammlosung 1% (w/v) CoQHexahydrat-Salz)
Nickel-Stammldsung 1% (w/v) Nig(Hexahydrat-Salz)
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DAB-Detektionspuffer 0,1 M Natriumphosphat
pH 7,3
Durchflhrung:

Zur Herstellung der Substratlosung wurden 10 mg DARO ml DAB-Detektionspuffer
gel6st. Danach wurden je 0,5 ml der Kobalt- undkBikStammldsungen sehr langsam und
unter standigem Mischen, um ein Ausfallen des Satsszu vermeiden, hinzugegeben. Kurz
vor Beginn der Farbung wurden weiterhin 7 pl 30%si¢hO, hinzugemischt. Bei der DAB-
Farbung in Kombination mit den Nickel- und Koba#t&en wird ein dunkelblaues Prazipitat

produziert.

DAB-Ni-Farbung
Die DAB-Ni-Farbung wurde analog zur DAB-Ni/Co-Farly durchgefiihrt. Anstatt je

0,5 ml Nickel- und Kobalt-Stammlésung wurde hignllder Nickel-Losung hinzugegeben.

3.5.5 Densitometrische Messungen von gefarbten DC-P  latten

Mit Hilfe des CD60-DC-Scanners (Desaga GmbH, Hédej) wurden durch Overlay-
Assays erhaltene Farbungen ausgewertet. Es wurd&mom@togramme von Bahnen
aufgezeichnet, indem bei einer konstanten Messmiéhge (siehe Tabelle 3.9) die
Absorption entlang der Laufrichtung bestimmt wurdeZusétzlich  wurden
Absorptionsspektren von einzelnen Signalen bzwbdEgen ermittelt. Die Spektren wurden
fur den Bereich von 190 bis 900 nm aufgenommen.shiggen wurden im Reflektionsmodus
durchgefuhrt.

Die Software Proquant (Version 1.06, Desaga Gmbeldélberg) wurde zur Steuerung
des Densitometers und im Allgemeinen zur Auswertuhgy Messdaten, d.h. zur
Peakflachenbestimmung, verwendet. Fur die Bestingndes NBT/BCIP-Signals bei der
Mehrfachfarbung wurden die Chromatogramme, die wod nach der Farbung mit einer
Messwellenlange von 610 nm aufgenommen wurden,réggaund mit Hilfe von Origin Pro
8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA)usgewertet. Dabei wurden
Chromatogramme fiir die NBT/BCIP-Farbung tUber Sktiwa erhalten und danach die

Peakflachen mit dem Peakanalysator bestimmt.
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Tabelle 3.9: Messwellenlangen fiir die densitometredie Auswertung von Overlay-Assays.

Farbung® Messwellenlange
Fast Red 520 nm
BCIP 650 nm
NBT/BCIP 610 nm
DAB-Ni 750 nm

& Details zu den Farbungen werden in Kapitel 3.514wert.

3.6 Massenspektrometrische Verfahren

Die Massenspektrometrie (MS) ist die wichtigste ksfmametrische Methode in der GSL-
Analytik (Peter-Katalint & Egge 1990; Levery 2005). Sie wird zur Struktdkdérung von
GSL eingesetzt. Dabei kdnnen Informationen UbeiStiiektur des Glykans, z.B. Anzahl und
Sequenz der Monosaccharideinheiten, und des CesammB. Kettenlange und
Sattigungsgrad deM-Acylgruppe, gewonnen werden. Die Massenspektraenptofitiert von
ihrer hohen Sensitivitat, so dass auch kleine Frolemgen im unteren Nanogramm-Bereich
der Analyse zugénglich sind.
Das allgemeine Prinzip der Massenspektrometriedist Bestimmung der Masse von
geladenen Teilchen in der Gasphase. Massenspeké&onmé@nnen unterschiedliche
Konstruktionen aufweisen, wobei alle auf drei gammamen funktionalen Einheiten basieren:
() lonenquelle, (i) Massenanalysator und (iii) tBldor. In der lonenquelle werden die
Analyten in die Gasphase Uberfihrt und ionisierte Donen werden anschlieRend im
Massenanalysator entsprechend ihrer Masse-zu-Ladargiltnisse ni/2 getrennt. Der
Detektor liefert Signale relativ zur Anzahl der émnmit einem gemeinsamenz

Seit den 1980er Jahren wurden GSL mittédst @om lombardment (FAB)-MS
charakterisiert. Dabei werden GSL in Matrizes priggog die aus schwer fllichtigen
Flassigkeiten, wie z.B. Glyzerin bestehen, undemem Partikelstrom aus neutralen, inerten
Atomen oder Molekilen beschossen, haufig Argon Xiadon. Durch die Einschlage werden
in den Praparationen enthaltene lonen in die Gaspfraigesetzt und im Folgenden in den
Massenanalysator Uberfihrt (Hoffmann & Stroobart720

Mit dieser Methode wurden die ersten hoch komplex&BSL-Strukturen
massenspektrometrisch aufgeklart (Egge & Peterlikatal985). GSL wurden dabei teils
nativ, aber auch in peracetylierter und permethgieForm eingesetzt. Derivatisierte GSL

wurden vor allem im Positivionenmodus analysieaiire GSL dagegen haufig in nativer
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Form im Negativionenmodus. Auf diese Art konnterB.z.hochkomplexe GSL mit
Blutgruppen-Antigenen charakterisiert werden (Hamdl 1984).

Mit der Matrix-unterstitzten Laser Desorption/latien (engl. matrix-assisted _aser
desorption/onization MALDI) (Karas & Hillenkamp 1988; Tanaket al. 1988; Karast al.
1989a, 1989b) und der Elektrospray-lonisation (E¥lmashita & Fenn 1984a, 1984b)
stehen zwei sanfte lonisationsverfahren zur Venfiggunit denen polare, grol3e und/oder
labile Biomolekile intakt in die Gasphase Uberfiunt ionisiert werden kénnen. Aufgrund
ihrer hohen lonenausbeute werden sie gegenwartipinGSL Analytik fast ausschlief3lich

verwendet (Levery 2005).

3.6.1 nanoESI-QTOF-MS
Bei der Nanoelektrospray-lonisation-Quadrupol-FeigMassenspektrometrie (nanoESI-

QTOF-MS, engl.nanodectrospray_onization _giadrupol tme-d-flight mass _gpectrometry
wird eine sanfte lonisationsmethode in Kombinatiih einem Tandem-Massenspektrometer
verwendet (Lottspeich & Engels 2006). Derartige $estrumente erlauben Uber
Fragmentierungsexperimente die Strukturaufklarumgpawéhlter Vorlauferionen (Hoffmann
& Stroobant 2007).

Der Aufbau eines ESI-QTOF Massenspektrometers ekemnzeichnet durch die ESI-
lonenquelle und zwei hintereinander geschaltetesklanalysatoren: dem Quadrupol und
dem Reflektorflugrohr (siehe Abbildung 3.2).

lonen werden Uber ein Elektrospray erzeugt, dak sigrch Anlegen eines starken
elektrischen Feldes zwischen einer Elektrode undremit Probelésung geflillten Kapillare
aufbaut. Die Probel6sung dispergiert in viele getedTropfchen, die durch Desolvatisierung
an GroRRe verlieren. Es wird angenommen, dass igeFdes LOosungsmittelverlusts die
Ladungsdichte der Tropfchen so grol3 wird, dasRadaigh-Stabilitatslimit tberschritten und
eine Coulomb-Explosion ausgeldst wird, durch diehreee kleinere geladene Tropfchen
entstehen. Es konnte aber auch gezeigt werden, stdgm durch die Verformung der
geladenen Tropfchen im elektrischen Feld eine an@neration kleinerer Tropfchen noch
vor dem Erreichen des Raleigh-Limits freigesetatdwiGomez & Tang 1994). Nach dem
charged residue modgDole et al. 1968) wiederholen sich diese Prozesse bei standige
Desolvatisierung, bis einzelne geladene Molekilden Gasphase vorliegen. Nach diem
evaporation mode(lribarne & Thomson 1976) verlassen lonen direid dochgeladenen
Tropfchen bevor diese volistandig desolvatisiertdsiBeide Modelle decken Teilaspekte

experimenteller Beobachtungen ab. Die genauen Vigegder lonenbildung sind jedoch
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nicht bekannt. Durch ESI ist es mdoglich, Makromdélek zu ionisieren und
massenspektrometrisch zu untersuchen. Das berobtseits auf dem nicht-thermischen
Prinzip des lonisierungsvorgangs, andererseits aibbelm auf der Bildung mehrfachgeladener
lonen mitm/z die im Arbeitsbereich der Standardmassenanalygateegen (Lottspeich &
Engels 2006).

Da in der lonenquelle Atmosphéarendruck herrschtydwder in ihr produzierte
kontinuierliche lonenstrahl Uber eininterface in den Hochvakuumbereich der
Massenanalysatoren Uberfuhrt.

Der erste Massenanalysator ist ein Quadrupol @&gbildung 3.2) und besteht aus vier
parallel angeordneten langlichen Elektroden, diercldu anliegende Gleich- und
Wechselspannungskomponenten elektrische Feldeugere Diese zwingen lonen, die den
Zwischenraum der Elektroden in Langsrichtung duwehgn, auf oszillierende Bahnen, so
genannte Trajektorien, welche je nach anliegendechagl- oder Gleichspannungsanteilen
fur lonen mit bestimmterm/z stabil oder instabil sind. Der Quadrupol wird auals
Massenfilter ~ bezeichnet, da er zur Isolierung von orl&ferionen  flr
Fragmentierungsexperimente genutzt werden kann.eiDaterden die Gleich- und
Wechselspannungsanteile so eingestellt, dass siclonen innerhalb eines kleinen Fensters
um ein definiertesm/z auf stabilen Trajektorien bewegen. Wird der Qupdtuohne
Gleichspannungsanteil betrieben (RF-Modus), kanrawh zur lonenfihrung eingesetzt
werden und lonen eines breiteam/zFensters konnen auf stabilen Bahnen passieren
(Hoffmann & Stroobant 2007).

Ein Flugzeitmassenanalysator trennt lonen nachr ganénglichen Beschleunigung durch
ein elektrisches Potential aufgrund ihrer untesginchen Geschwindigkeiten. Die/zWerte
werden Uber die Flugzeit bestimmt, die die lonen das Zuricklegen einer feldfreien
Flugstrecke zwischen Startregion und Detektor hgait

Aus einer Startregion werden lonenpakete durch derleeiner Potentialdifferenz in
Richtung des Flugrohrs gepulst. Dabei erhaltenlaiien die gleiche kinetische Energie:

Eqn = ¥,mV = zeU 4.1)

Kinetische Energie

Masse des lons

Geschwindigkeit nach der Beschleunigungsstrecke
Anzahl der Ladungen

Elementarladung

Beschleunigungsspannung

ceN<3Mm
z
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Die Endgeschwindigkeiten der lonen lasst sich demherechnen durch:

v=,2zeU/m (4.2)

Bei einer definierten Flugstrecke L und einer kangtn Endgeschwindigkeit ist die

Flugzeit t der lonen:

=L (4.3)

Durch Ersetzen von v ergibt sich:

t? =E( L j (4.4)

z\ 2eU

Es zeigt sich, dass/z bei definierter Flugstrecke und Beschleunigungsspag aus der
Flugzeit bestimmt werden kann.

Flugzeitmassenanalysatoren konnen lonen eines mrmofeBereichs analysieren; zudem
besitzen sie eine hohe Sensitivitat. Ihr Aufloswegsidogen wird jedoch durch die
anfangliche Verteilung der kinetischen Energien Vamen begrenzt. Ein Reflektorflugrohr
kann diese kompensieren und somit das Auflosungsigen stark erhéhen. lonen werden
nach dem Durchlaufen einer ersten Flugstrecke nenei Reflektor durch ein anliegendes
Potential auf eine gekrimmte Bahn gebracht und tenge (siehe Abbildung 3.2). Dabei
dringen lonen eines bestimmtarizmit gro3erer initialer &, tiefer in die Reflektorregion ein
und legen eine grolRere Wegstrecke zurlick als Igleéchenm/zmit geringerer inititaler .
Nach dem Passieren des Reflektors werden sie geameiauf einen Punkt fokussiert an dem
sie idealerweise detektiert werden.

Mit dem Aufbau eines ESI-QTOF-Massenspektrometeég&inkn sowohl einfache
Ubersichtsmassenspektren (M@odus) als auch Fragmentionenspektren von zuvor im
ersten Massenanalysator selektierten Vorlauferienggenommen werden (M$1odus).

Im MS?*Modus kénnen mit Hilfe des Quadrupols lonen ausrmi definierterm/zBereich
selektiert werden. Die selektierten Vorlauferionemerden durch Anlegen einer

Potentialdifferenz in eine mit inertem, neutralentol@as geflllte Kollisionskammer
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beschleunigt. Uber Kollisionsaktivierung (CID, engbllision-induced _essociatior), d.h.
Uber die teilweise Umwandlung der Translationseeergler Vorlauferionen in
Schwingungsenergie durch Stol3prozesse, kommt ssudurspezifischen Fragmentierungs-
reaktionen. Die generierten Fragmentionen werdeiriam weiteren Multipol fokussiert und
anschlieBend orthogonal in ein Reflektorflugrohsdideunigt, wo ihren/z\Werte bestimmt
werden. Im M&-Modus kénnen so CID-Spektren aufgenommen werden.

Im MS-Modus wird weder eine Selektion von Vorlauferionenoch eine
Kollisionsaktivierung vorgenommen, so dass ein tbseiSpektrum von lonen aus der
lonenquelle ins Reflektorflugrohr Gberfuhrt und bgltech ihrerm/zanalysiert wird.

Neben der Mdglichkeit der Strukturaufklarung duf@ib-Experimente bietet nanoESI-Q-
TOF-MS den zusatzlichen Vorteil, dass aufgrundrggni Flussraten von wenigen nl/min nur

aul3erst geringe Probenmengen bendtigt werden.

ESI Quadrupol TOF-
-Ionenquelle (Massenfilter) Massenanalysator
l__} -I | I L
) o ot
_1‘ }/: e — - "l Detektor

A
— | l{ e L

Multipol zur Ionenfiihrung  Kollisionskammer

Reflektor ——— =

goooooa
poooooa

|

Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau eines ESI-QTORAassenspektrometers. Quelle:
modifiziert nach http://cbsu.tc.cornell.edu/vanwijk/qg-tof.htm.

Durchfiihrung:
Messungen wurden mit einem nanoESI-QTOF-Massenspekter (Micromass,

Manchester, England) durchgefuhrt. Dazu wurden athdnol geldste GSL in Kapillaren aus
Borsilikatglas (Hilgenberg, Malsfeld) gefullt, drait einem selbstgebauten Kapillarenzieher

hergestellt wurden. Die Kapillaren wurden in die pz&/™-lonenquelle eingefuhrt, wo,
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unterstitzt durch einen Stickstoffgasstrom, daktElepray erzeugt wurde. Das elektrische
Potential wurde dabei Uber einen in die Probelosygetgaguchten Metalldraht angelegt. Fur
CID-Experimente wurde Argon als Kollisionsgas vemdet. MassLynx Software

(Micromass) wurde fur die Aufnahme und Auswertueg Mlassenspektren verwendet.

3.6.2 IR-MALDI-o-TOF-MS

Die Infrarot Matrix-unterstiitzte Laser Desorpti@misation orthogonal Flugzeit
Massenspektrometrignfrared natrix-assisted dser gesorption/onization_sthogonal tme-
of-flight mass_gectrometry IR-MALDI-0-TOF-MS) ist ein spezieller Fall der MAI-MS,
der unter anderem eidf-line Kopplung von DC und MS ermdoglicht.

In der Regel werden bei der MALDI-MS Analytmolekiile eine kristalline Matrix aus
aromatischen S&auren eingebettet und mit einem Jibledt (UV)-Laser desorbiert und
ionisiert (UV-MALDI). Dabei werden durch die Lasedirahlung hauptsachlich die im
Uberschuss vorliegenden stark UV-absorbierendemixnablekiile angeregt, die im Zuge des
Desorptions-/Ablationsvorganges die Analytmolekiiié in die Gasphase uberfihren und
ionisieren. Diese indirekte lonenbildung ist we$ient sanfter als die direkte
Desorption/lonisation der Analytmolekile durch Lésstrahlung (LDI, laser
desorption/ionization(Hillenkamp & Peter-Katalirdi 2007).

Weniger verbreitet ist die IR-MALDI, die an Stelénes UV-Lasers einen Infrarot (IR)-
Laser verwendet. Anstelle von konjugiertenElektronensystemen, wie bei der UV-
Laseranregung, werden bei der IR-MALDI, z.B. b&2m eines Er:-YAG Lasers, C-H- und
O-H-Streckschwingungen angeregt. Dadurch ist aueh\Werwendung anderer Matrizes
notig. Haufig verwendete IR-MALDI-Matrizes sind Bsteinsaure und Glyzerin.

Der Aufbau des verwendeten oTOF-Massenspektromisters Abbildung 3.3 dargestellt.
Die Desorption und lonisation finden bei einem Druwon 0,1 bis 2,0 mbar in der
lonenquelle statt. lonen werden Uber einen Quadrdpkussiert, orthogonal in ein
Reflektorflugrohr mit Hochvakuum beschleunigt und ire m/zuntersucht.

Bei einem Massenspektrometer mit axialer Konfigorat sind lonisation und
Massenanalyse gekoppelt, so dass mit dem lonisgtioness einhergehende
Ungenauigkeiten, wie die Ortliche Verteilung unctlawie Energieverteilung der lonen, die
Massenanalyse beeinflussen und Auflosung und 8tdlder Messung einschranken.

Der lonisationsprozess und die Massenanalyse wdreiether orthogonalen Konfiguration

von einander entkoppelt. Der Druck in der loneniguést so gewéhlt, dass ein durch
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Stol3prozesse vermittelter Kiuhlungseffekt eintker die innere Energie der desorbierten
Molekile abbaut. So wird einerseits deren Fragreauntig als auch die Energieverteilung der
lonen minimiert. Die Fokussierung der lonen im @berenden Quadrupol
(kollisionsfokussierende lonenfuhrung) fiihrt zuezirgeringen ortlichen Verteilung in der
Beschleunigungsrichtung des orthogonal angeordnBtagzeitmassenanalysators und zu
einer definierten und vor allem konstanten Staitfpss So kdnnen auch von rauhen
Oberflachen, wie der einer DC-Platte, Massenspektreoher Auflésung und
Massengenauigkeit aufgenommen werden, die bei axialen Konfiguration nicht méglich
waren.

Die Verwendung der IR-MALDI-o-TOF-MS hat sich beerdKopplung von DC und
MALDI-MS als vorteilhaft erwiesen und wurde erfodgeh flr die Analyse von
Oligosacchariden, Phospholipiden und GSL einges@iztisewerdet al. 2005, 2006;
Rohlfinget al.2007; Distleret al. 2008a; Mtithing & Distler 2009).

Turbo
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flow flow |
= l i' lon
= .5 = Modulator
- | I JL MCP
i ]
1» / Detector
2 ;’ i f ,l
‘ . I | e 1
. il - = [——
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»
/] ¥
lon
Optics 107 mb
0.1-2.0 mbar Turbo Accelerating o
Pump Column
" |
Shield
Y ("Liner")
Dual stage
z reflector — |

Abbildung 3.3 Schematischer Aufbau eines orthogorta  beschleunigenden
Flugzeitmassenspektrometers mit  MALDI-lonenquelle  MALDI-o-TOF-MS);  Quelle:
modifiziert nach Loboda et al. (2003).
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Durchfiihrung:
Nach der Extraktion von Plexigum wurden immunga&rBC Platten mit Hilfe eines

Glasschneiders zugeschnitten und mit doppelseiéigekden Pads (Plano GmbH, Wetzlar)
auf einem Probenteller befestigt. Glyzerin wurde Elissigmatrix tropfenweise auf die zu
untersuchenden Banden aufgetragen. Wenn das Glyzett selbststandig in das Kieselgel
einzog, wurde Chloroform als Losungsvermittler medde Bande getropft.

Messungen wurden an einem modifizierten Sciex Bypém durchgefiuhrt. Der Aufbau
entspricht dem eines kommerziell erhaltichen pr@&TH2000 Massenspektrometers
(PerkinElmer Life and Analytical Sciences, SheltGii, USA). Das Massenspektrometer war
mit einem Er:YAG-Laser (Erbium-dotierter Yttrium dthinium Granat-Laser, Speser GmbH,
Berlin) ausgestattet. Der IR-Laser hatte eine Eimssvellenlange von 2,94 um und wurde
mit einer Pulsdauer von ~100 ns und einer Frequeme 2 Hz betrieben. Die bestrahlte
Flache auf dem Probenteller betrug ~200 x 356, |Messungen wurden sowohl im Positiv-
als auch im Negativionenmodus mit einer orthogan&8eschleunigungsspannung von 10 kV
durchgefuhrt. In der lonenquelle wurde ein SticKptrtialdruck von 0,1 bis 2,0 mbar
eingestellt. Massenspektren wurden mit dem ProgramaverZ (Version 2001.02.13,
Genomic Solutions, Ann Arbor, MI, USA) ausgewertet.

3.7 Molekulargenetische Analytik

Die Expression einzelner Genprodukte kann auf dean3kriptebene mit Hilfe der
quantitativen Echtzeit-Polymerase-KettenreaktiorRT&PCR, engl.quantitative _eal-ime
polymerase lsain reactior) bestimmt werden.

Dieses Verfahren beruht auf der gezielten, expdekez Amplifikation von
Nukleinsduresequenzen durch die zyklische Wiedanmlvon drei temperaturgesteuerten
Arbeitsschritten: (i) Denaturierung, d.h. dem Adiseelzen der doppelstangigen DNA, (ii)
komplementare Anlagerunddiinealing von sogenannten Primern, kurze Oligonukleotide,
die spezifisch den zu amplifizierenden Bereich aimen, und (iii) Polymerase-katalysierte
Synthese (Elongation) von DNA Doppelstrangen ausgelvon den Primern. Da sowohl die
Nukleinsduremolekile, die als Edukte dienten, alshasolche, die produziert wurden, der
Reaktion im folgenden Zyklus als Vorlage dienen r@&m wird eine exponenzielle
Amplifikation erreicht, die die PCR sehr sensitiacht. Wahrend eines PCR-Laufs findet
allerdings nur in den ersten Zyklen eine expondiezidmplifikation statt (exponenzielle
Phase) bis erste Limitierungen durch VerbrauchSidystrate oder auch Inhibierungen durch
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Nebenprodukte auftreten. Nach einer Ubergangsphasedie Plateauphase erreicht, in der
keine Synthese mehr stattfindet.

Wie in Gleichung 4.5 verdeutlicht, ist die Produkimye in der exponenziellen Phase unter
anderem von der Anzahl der Ausgangsmolekile abbaomgd kann zur quantitativen

Bestimmung eben dieser verwendet werden.

X, =X, [E" (4.5)
Dabei gilt E = (1+¢)

Xn:  Anzahl der Nukleinsduremolekulle mit der Zielsequenz

Xo. anfangliche Anzahl der Nukleinsauremolekile mit diefsequenz
e: Effizienz der Reaktion

N: Anzahl der Zyklen

Bei der QRT-PCR wird der Verlauf der Amplifikatimerfolgt, indem in jedem Zyklus die
Menge an Produkt Uber Fluoreszenzmessung bestinimt Bies kann z.B. mit Hilfe des
interkalierenden Fluorophors SYBR Green, das dab@elgige Nukleinsduremolekile
nachweist, erfolgen. Der Zyklus, bei dem Fluoregmemt einen bestimmten Grenzwert
Uberschreitet, wird als Ct bezeichnet. Abgeleitat Gleichung 4.5 hangt der Ct-Wert invers
logarithmisch mit der Menge an Genprodukt zusammen.

Eine vergleichende Analyse der Genexpression in @geebeproben kann mit d&ACt-
Methode vorgenommen werden. Dabei werden normdbsieelative Quantitdten (NRQ)
bestimmt, indem die Ct-Werte der untersuchten Guaiteder Expression nicht regulierter,
sogenanntehousekeepingsene normalisiert und im weiteren Verlauf aufeoe@mbezogen

werden (Gleichung 4.6).

NRQ= 2—AACt = 2—(ACt,Probe—ACt,KomroIIe) (46)

Dabei ergibt siclACt fur Probe und Kontrolle aus der Differenz devgdigen Ct-Werte
von Zielgen (ZG) undhousekeepin@en (HG).

Bei der AACt-Methode wird von einer optimalen oder zumindist alle Reaktionen
konstanten Amplifizierungseffizienz ausgegangenesBi ist jedoch vor allem von den
eingesetzten Primerpaaren abhangig und kann figr eaktere Bestimmung der NRQs in

deren Berechnung einbezogen werden.
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ACt,ZG
EZG

NRQ= 4.7)

ACt,HG
HG

Die Amplifizierungseffizienzen der einzelnen Pripaare konnen Uber cDNA-
Verdinnungsreihen bestimmt und bei der Berechnen®&Q mit einbezogen werden. Dazu
werden die gemessenen Ct-Werte als Funktion dgeséizten cDNA-Menge aufgetragen
und Uber lineare Regression die Steigung m bestinkas der Steigung ergibt sich

entsprechend Gleichung 4.8 der Effizienz-Term E.

Ezlo(_EJ (4.8)

Um die Zuverlassigkeit der Genexpressionsanalysan steigern, kénnen mehrere
housekeepingene fur die Normalisierung verwendet werden. \é@odhpele und Mitarbeiter
haben in diesem Zusammenhang vorgeschlagen migdemetrischen Mittel der Expression
derhousekeepin@gene zu normalisieren (Vandesompetiel. 2002). Daraus folgt abgeleitet

von Gleichung 4.7:

ACt,ZG
EZG
f

¢ ACt,HG
e
0

NRQ= (4.9)

Dabei ist f die Anzahl der verwendetenusekeepinGene.

Im Folgenden wird die Anwendung der QRT-PCR zur rEgpionsanalyse von

Sialyltransferasen beschrieben.

3.7.1 Primerdesign und Bioinformatik

Die Gensequenzen fiur die Entwicklung und Uberprgfuan Primern wurden der NCBI
(National Center for Biotechnology InformatipDatenbank entnommen
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Die Primer wurden mit denroBramm Primer3 (Rozen &

Skaletsky 2000) und einer Anwendung von GeneSdiftps://www.genscript.com/ssl-
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bin/app/primer) entwickelt. Alle Primer wurden niRrimer3 auf die Bildung unginstiger
Sekundarstrukturen und mogliche falsche Anlagerangandere Sequenzen des humanen

Genoms Uberprift. Bezogen wurden die Oligonukleotion Sigma-Genosys (Hamburg).

Tabelle 3.10: Liste der Primerpaare fir die QRT-PCR

Gen Sequenz 5'-> 3 Produkt quantifizierte Transkr  ipte®

TCATTGACCTCAACTACATGGTTTACA
GAPDH CTTCCCGTTCTCAGCCTTGA 89bp NM_002046

CCCTGGAGGAGAAGAGGAAAGA
RPL13A TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCA 127bp NM_012423

CCTCTGGGATGCTTGGTATC NM_173216; NM_173217;
STOGALL  GTGCAGGCACTATCGAAGAA m— NM003032
TATTGGGTGGCACCTGTGGA 89bp NM_003032

STSGALS  1GAAACCTCAGCAGAGAGGCAA

 Die Ausdriicke bezeichnen die Zugangsnamen fuNdBI-Datenbankeintrage der einzelnen
Transkripte.

Die ST6GAL1-Primer binden in einer Region am 3’-Emder kodierenden Sequenz, die
allen bekannten Transkriptvarianten gemeinsam i8uf diese Art kann die
Gesamttranskriptmenge von ST6GALL bestimmt werden.

Die SYBR Green Detektionsmethode bei der QRT-PCRtj&gliche zweistrangige DNA
nach, so dass auch (i) Artefakte, die durch digen§ische Bindung von Primern entstehen,
und/oder (ii) Produkte, die zwar durch spezifis@iadung von Primern, aber durch die
Amplifikation von kontaminierender genomischer DNetstehen, das gemessene Signal
bestimmen kénnen. Um Kontamination von genomis€i¢A zu vermeiden, wurde bei der
RNA-Reinigung ein DNase I-Verdau eingefiihrt und loer reversen Transkription ein
genomic DNA wipe out buffererwendet (Kapitel 3.7.2 und 3.7.3). Um weiterl@ime
maogliche Amplifikation von genomischer DNA auszugeBen, wurde beim Entwerfen der
Primerpaare darauf geachtet, dass mindestens merPauf einer Exon-Exon-Schnittstelle
bindet. Die Sequenz dieser Schnittstellen, die &t der Prozessierung entsteht, ist
einzigartig und somit spezifisch fur das Transkript

Eine Ausnahme bilden die Primer fir RPL13A, didseHKieren jedoch eine Exon-Exon-
Schnittstelle, was bei der Amplifikation genomischBNA zu einem sehr langen
Syntheseprodukt fihren wirde. Durch kurze Elongatieiten in den QRT-PCR-Laufen wird
dies unterbunden, so dass genomische DNA, wenwalesgt, nicht zur exponenziellen

Amplifikation beitragt.
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3.7.2 RNA-Isolierung

Probenmaterial:

Aliquots von Schock-gefrorenen HCC-Gewebeprobendemirbis zur Verwendung in
PrepProtect (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbachi)-26 °C gelagert.

Vorbereitung:
Fur die RNA-Extraktion wurde ein separater Arbddsp eingerichtet. Der Arbeitsplatz

und alle Geratschaften wurden regelmaRig mit RNageZSigma) von Ribonukleasen

befreit. Zum Pipettieren wurden spezielle Filtetzpm eingesetzt.

Durchfihrung:
Die RNA-Extraktion wurde mit Hilfe des RNeasy Miiits (Qiagen, Hilden) nach

Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Dabei wurdike Gewebeproben in einem
Extraktionspuffer (RLT-Puffer) fir 40 s mit einemispergierapparat (Model TH, Omni,
Marietta, GA, USA) homogenisiert. Nach Zentrifugatibei 20800 x g (Centrifuge 5417R,
Eppendorf AG, Hamburg) wurde der Uberstand aufesagntespin columnsiberfiihrt. Dies
sind kleine Chromatographiesaulen, bei denen eussFlder mobilen Phase durch das
Saulenbett Uber Zentrifugation erreicht wird. Enespend der Herstellerangaben wurde der
optionale DNase I-Verdau (RNase-free DNase Setgéppwahrend der RNA-Reiningung
auf der Festphase durchgefiihrt. Nach mehreren Welsgtien wurde die RNA mit 40 pl

RNase freiem Wasser eluiert.

Bestimmung der RNA-Konzentration und -Reinheit:

Die RNA-Konzentration und -Reinheit wurden spektrofmetrisch bestimmt. Dazu
wurde ein 2 pl-Aliquot des Eluats mit 60 pl 10 mMsFPuffer (pH 7,5) vermischt und die
Absorption bei den Wellenlangen 260 und 280 nmilmest (Biophotometer 6131, Eppendorf
AG, Hamburg). Die Konzentration wurde tUber Absaptbei 260 nm bestimmt, wobei eine
Absorptionseinheit einer Konzentration von 44 ugfghtichgesetzt wurde. Die Reinheit
wurde Uber das Verhaltnis von der Absorption bé B zu 280 nm, Ao/Azso, bestimmt.
Dieser Wert liegt bei reiner RNA im Bereich von 18 2,1. Proben mangelnder Reinheit
wurden nicht fur weitere Schritte verwendet, sondeiner erneuten Reinigung mit dem

RNeasy Kit unterzogen.
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3.7.3 Reverse Transkription

Uber Reverse Transkription wurde aus Proben-RNA ABNnthetisiert. Dazu wurde das
QuantiTect RT-PCR Kit (Qiagen) nach Herstelleramgabverwendet. Fir einen
Reaktionsansatz mit 20 pl wurde 1 pg RNA eingesetzt

3.7.4 Quantitative real-time PCR

Die Analysen wurden an einem ABI Prism 7900 HT (Kgxp Biosystems, Foster City,
CA, USA) im 384er-Mikrotiterplatten-Format durchgbft. Das Gerat wurde mit SDS
Software (Version 2.2.2, Applied Biosystems) gesteuDie Reaktionen wurden mit Hilfe
des QuantiTect SYBR Green PCR Kits (Qiagen) angesdas das ROX Fluorophor als
passive Referenz fur erhdohte Messgenauigkeit dnth2le Zusammensetzung der
Reaktionsansétze ist in Tabelle 3.11 beschriebém.vBrwendeten Primer sind in Tabelle
3.10 aufgefuhrt. Fur alle Proben wurden Dreifachbeaungen durchgefiihrt. Als
Positivkontrolle wurde cDNA aus HL-60 Zellen vervden und als Negativkontrolle wurde
dem Reaktionsansatz Wasser anstelle von Proben-ciyégeben.

Der Ablauf eines QRT-PCR-Laufs ist in Tabelle 3dZgelistet. Nach einem cDNA-
Denaturierungs- bzw. Polymerase-Aktivierungsschittirden 40 Amplifikationszyklen
durchlaufen, bei denen in jedem Zyklus die MengePaodukt tber Fluoreszenzmessung
bestimmt wurde. Am Ende eines jeden Laufs wurdee efdchmelzkurvenanalyse
durchgefuhrt, die unspezifische Produkte aufgruntreri Differenzen in der

Schmelztemperatur nachweisen kann.

Tabelle 3.11: Zusammensetzung des Reaktionsansatfésdie QRT-PCR.

Komponente Volumen
MasterMix SYBR Green 10 pl
Primer A (10 uM) 1l
Primer B (10 uM) 1l
Wasser 7 pl
Proben-cDNA 1l
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Tabelle 3.12: Programm der QRT-PCR Analyse.

Arbeitsschritt Dauer Temperatur Anzahl der
Zyklen
cDNA Denaturierung / . o
Aktivierung derhot startPon?nerase 15 min 95 °C 1
Denaturierung 15s 94 °C
Annealing 30s 60 °C 40
Elongation 30s 72 °C
Schmelzkurvenanalyse - 60-95 °C 1

3.7.5 Datenauswertung

Die Ct-Werte der einzelnen Messungen wurden mitSigs-Software (Applied Biosystems)
bestimmt. Eine weitere Auswertung und Berechnurmg\ieQ erfolgte mit gBASE (Version
1.3.5, Center for Medical Genetics, Ghent Univgrsibspital, Entwickler: Jan Hellemans
und Jo Vandesompele) (Hellemarisal. 2007).
Fur die Normalisierung wurden GAPDH und RPL13A, giggesundem und pathologischem
Lebergewebe stabil exprimiert werden (Kim & Kim 3)0alshousekeepin@Gene eingesetzt.
Die Amplifikationseffizienzen fur jedes Primerpaaurden Uber Verdinnungsreihen mit
HL-60-cDNA ermittelt.

3.8 Statistische Auswertung

Bei der statistischen Auswertung wurden sogenanicteparametrische Tests eingesetzt.
Diese werden auch als verteilungsfreie Tests beaetc da sie keine genauen Annahmen
uber die Verteilungsform der Merkmale der betra@meStichproben machen. Im Gegensatz
dazu stehen parametrische bzw. verteilungsgebunbests, wie z.B. der t-Test, der auf den
Annahmen basiert, dass die Stichproben normalltesied und gleiche Varianzen besitzen.
Nichtparametrische Tests sind weniger restriktid kidnnen angewendet werden, wenn die
Messvariablen ordinal- oder nominalskaliert sinérodenn sie zwar metrisch skaliert, aber
eben nicht normalverteilt sind. Sie besitzen jedgelyeniber parametrischen Tests eine
geringere Trennscharfe bzw. Teststarke, geradedieeiAnnahmen Utber die Verteilung nicht
mit in den Test eingehen. Nichtparametrische Tbatseren in der Regel auf Rangziffern
oder Haufigkeiten von Variablenwerten. Die Verwemglwvon z.B. Rangziffern an Stelle von
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Variablenwerten fuhrt zu einem gewissen Informatiarlust, der die geringere Teststarke
begrindet (Janssen & Laatz 2007).

Um z.B. Unterschiede von Mittelwerten bzw. zentriaégen der Verteilung zweier oder
mehrerer Stichproben aufzuzeigen, werden statiistypothesen-Tests verwendet. Dabei
wird eine Forschungshypothese aufgestellt, dieneherschied zwischen zwei untersuchten
Populationen postuliert. Die Forschungshypothes® lgerichtet oder ungerichtet sein und
wird in eine Alternativhypthese @) Uberfuhrt. Die H kann postulieren, dass sich der
Populationsparameter 4, z.B. der Mittelwert, dempuationen A und B unterscheidet
(ungerichtete Hypothese) oder dass u in einer Rtapal (A) groRer ist als in der anderen (B)
(gerichtete Hypothese). Dagegen geht die NullhygsehH) davon aus, dass die Vorschlage

der H nicht zutreffen.

Hi pa#Ms und Hy: pa =Ms  (ungerichtete Hypothese)
Hi:pa > s und Hy: pa<ps (gerichtete Hypothese)

Die Uberprifung der urspriinglichen Forschungshygsehfindet (iber eine Art indirekte
Beweisfuihrung statt. Die verwendeten Tests prufsety e welchem Mal3 sich dieghhit den
Untersuchungsergebnissen  vereinbaren lasst. Dazud wilie Uberschreitungs-
wahrscheinlichkeit berechnet, d.h. die Wahrschekieit, dass bei Gultigkeit vonoH das
Untersuchungsergebnis oder ein noch extremereshiggerhalten wird. Ist die Gultigkeit
von Hy, bei den vorliegenden Untersuchungsergebnissen selrahrscheinlich, wird
angenommen, dass die aus der Forschungshypothgskeitdie Alternativhyphothese,;H
zutrifft.

Vor der Durchfihrung statistischer Tests wird imlg&meinen ein Signifikanzniveau
festgelegt. Es kennzeichnet die maximal toleriexbafehlerwahrscheinlichkeit, d.h. die
Wahrscheinlichkeit, mit der sich irrtimlich fur,ntschieden wurde obwohl eigentlicl H
gultig ist (@-Fehler). Das Signifikanzniveau wird anhand der $auenzen einer
Fehlentscheidung festgelegt und betragt Ublichemsvé&% ¢ = 0,05) oder 1% o= 0,01)
(Bortz & Lienert 2003).

3.8.1 Vergleich verbundener Stichproben
Zur Untersuchung der Unterschiede von Gen- oder -B§iressionsniveaus zwischen

Normal- und Tumorgewebe wurde der Wilcoxon-Testwerdet, der die zentrale Tendenz

der Verteilungen von Merkmalen aus zwei verbundeS&nhproben vergleicht. Bei den
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Expressionsdaten aus den malignen und gesundenb@evirandelt es sich um abhangige
bzw. verbundene Stichproben, da Gewebeproben eesigadem gleichen Patient verglichen
werden. Es wird davon ausgegangen, dass die PddmeAustand des Gewebes vor und nach
neoplastischer Transformation wiederspiegeln. Dipr&ssionswerte eines bestimmten GSLs
oder Gens, die fiur die beiden Gewebetypen einagrffah bestimmt wurden, werden als
Messwertpaare betrachtet.

Der Wilcoxon-Test beruht auf Rangen von Differenzen den Variablenwerten.
Differenzen der Messwertpaare werden berechnet nech absoluten Werten in eine
Rangordnung gebracht. Danach werden die Rangziflameils fur die positiven und die
negativen Differenzen aufsummiert. Als PrifgroRe dién Test wird die Differenz der
Summen berechnet. Besteht kein Unterschied in dge lder beiden Verteilungen, trifft also
HO zu, betragt die Differenz der Summen im Ideblalll. Fir kleine Stichprobenumfange
konnen kritische Prifgrol3enwerte zur Ablehnung gnTabellen entnommen werden. Bei
Stichproben mit N > 25 ist die Prifgré3e approxisnabrmalverteilt, was zur Berechnung
der Uberschreitungswahrscheinlichkeit genutzt wetden (Bortz & Lienert 2003).

3.8.2 Vergleich unabhangiger Stichproben
Um  den Einfluss  von klinischen Parametern  wie  Twumedehnung,

Metastasierungsverhalten und Differenzierungsgmafddee Gen- bzw. GSL-Expression zu
untersuchen, wurden statistische Tests verwendetJaterschiede der zentralen Tendenzen
von Merkmalsverteilungen aus unabhéngigen Sticlerobaufzeigen. Da die zu
vergleichenden Werte aus unterschiedlichen Indemdustammten, wurden sie als
voneinander unabhangig betrachtet.
Lagen zwei Stichproben vor, z.B. zwei Patientengeupmit und ohne Metastasen, wurde der
Mann-Whitney-U (MWU)-Test angewendet, bei mehreséinhproben der Kruskall-Wallis-H
(KWH)-Test.
Die Tests wurden sowohl mit primaren als auch sééwen Daten durchgefihrt. Priméare
Daten sind mit Hilfe von Densitometrie bestimmtel&Sgnale. Sekundare Daten ergaben
sich Uber Subtraktion der GSL-Signale aus Tumod tlormalgewebe. Die Differenzen
dienten als Mal3 fur die Veranderung der Expressténise.

Der MWU-Test basiert auf Rangplatzen. Die WertedbeiStichproben werden in einer
Rangordnung aufsteigend sortiert, bevor die Pridbée U bestimmt wird. U entspricht der
Anzahl an Messwerten der Stichprobe A, die vor dedex Stichprobe B liegen. U’ entspricht

umgekehrt der Anzahl an Messwerten der Stichpropdi® vor denen der Stichprobe A
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liegen. Der jeweils kleinere Wert wird als Pruhednie U weiter verwendet. Bei kleinen
Stichproben kann die Wahrscheinlichkeit, dagzttrifft, von Tabellen mit kritischen Werten
abgelesen werden (Bortzet al. 2000). Bei grol3eren Stichproben wird die
Uberschreitungswahrscheinlichkeit ber die Normadikingsapproximation von U
berechnet.

Fur den KWH-Test werden Messwerte aller k Stichprolm eine gemeinsame Rangordnung
gebracht, aus der die PrufgroRe H berechnet wanasgen & Laatz 2007).

H=_ 12 )iRZ/ni ~3(n+1) (4.10)

n(n+1)<

Ri : Summe der Rangziffern der Stichprobe i
n; . Fallzahl der Stichprobe i
n: Summe des Stichprobenumfangs aller k Gruppen

Bei groRen Stichproben ist H approximatiwerteilt mit k-1 Freiheitsgraden.

3.8.3 Rangkorrelation
Als MalR fir den Zusammenhang zwischen zwei Varrablevurde der

Rangkorrelationskoeffizientt nach Kendall berechnet. Er testet auf einen setig
Zusammenhang von zwei Variablen und kann auch -hioddre Zusammenhange aufzeigen.
Der Test erfolgt auf Ordinalskalenniveau, d.h. ddiesvorliegenden Messvariablen in zwei
Rangreihenfolgen eingeteilt werden. Der Test naehd&ll nutzt nur die relative Anordnung
der Range von Messwertpaaren zueinander. Kendéfselationskoeffizientt kann Werte
zwischen -1 und 1 annehmen. Die Auspragung wast ein Mal3 fur die Starke und die
Richtung des Zusammenhangs. Betragt -1 liegen zwei perfekt entgegengesetzt
angeordnete Ranglisten bzw. ein inverser Zusamnmgnbiar. Betragt = 1 sind die beiden
Ranglisten perfekt gleich geordnet und es liegt glgichgerichteter Zusammenhang vor.
Liegt ein Wert von 0 vor, wurde kein Zusammenhamfugden. Kendalls kann auch
angewendet werden, wenn nicht-normalverteilte \tdela vorliegen und ist durch die
ausschlief3liche Verwendung von ordinalen Zusamnreggré robust gegeniber Ausreil3ern.
Aufgrund dessen wurde der Korrelationstest nachdgkrdem nach Spearman vorgezogen
(Bortz & Lienert 2003).
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3.8.4 Software-unterstiitzte Datenauswertung

Alle Messdaten wurden mit SPSS (Version 16.0, SR®S Chicago, lllinois, USA)
ausgewertet. Es wurden zweiseitige Tests zur Ubfmpg ungerichteter Hypothesen
durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau wurde auf 0,05 festgelegt. Um den Einfluss von
Bindungen und kleinen Stichprobenumfangen zu besitibkigen, wurden exakte Tests
durchgefihrt (Janssen & Laatz 2007). Im Fall dessKall-Wallis-H-Tests wurde die Monte-
Carlo-Methode zur Bestimmung der Signifikanz verden
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4 Ergebnisse

4.1 GSL-Expressionsanalyse durch DC, kombiniert mit
immunchemischer Mehrfachfarbung und IR-MALDI-MS

Die DC ist eine weit verbreitete Technik zur Anayson GSL und ermdglicht in
Verbindung mit dem Overlay-Assay eine hohe Sensitivund Spezifitdit beim GSL-
Nachweis (siehe Kapitel 3.5). Die Detektion mitt€lserlay-Assay ist zerstorungsfrei und
erlaubt somit eine zusatzliche massenspektrome&itintersuchung der detektierten GSL.
Dies kann indirekt nach Abkratzen der detektieBanden und Extraktion der GSL oder auch
direkt durch die Einfuhrung der DC-Platte in ein ddanspektrometer und sofortige
Desorption/lonisation der GSL aus dem Kieselgallgen (siehe Kapitel 3.6).

Ein groBer Nachteil des einfachen Overlay-Assays jesloch, dass aufgrund der
Verwendung eines einzelnen spezifischen Antikdrperg ein Bruchteil der GSL
nachgewiesen wird, die in komplexen Gemischen egen. Trotz der Auftragung und DC-
Trennung eines grofRen Spektrums von GSL-Spezias seimit der Grol3teil der Probe gar
nicht untersucht.

Fur eine effizientere Nutzung der Proben und eieegmbhten Informationsgehalt der
Analysen wurde im Rahmen dieser Arbeit das Verfahder DC-Mehrfachimmunféarbung
entwickelt. Dieses ermdglicht, bis zu drei Overksgsays auf einer DC-Platte durchzufihren
und so bis zu drei GSL-Determinanten pro DC-Lawhzaweisen. Diese Vorgehensweise ist
besonders vorteilhaft bei biologischen Proben,ndiein begrenzten Mengen vorliegen und
mit grolRtmoglicher Informationsausbeute analysidgrden sollen, da mit der gleichen

Menge an Probenmaterial die dreifache Anzahl arlysea durchgefiuhrt werden kann.

4.1.1 Entwicklung der Methode

Ein Verlaufschema fur die GSL-ExpressionsanalysecldiDC-Mehrfachimmunfarbung
und IR-MALDI-o-TOF-MS ist in Abbildung 4.1 gezeigBie besteht im Wesentlichen aus
drei Schritten:

() Auftrennung von komplexen GSL-Gemischen mittels DC.
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(1 Mehrfachimmunfarbung von GSL durch sequenzielle Angung von bis zu drei
Overlay-Assays. In jeder Overlay-Assay-Runde windeezusatzliche GSL-
Struktur nachgewiesen.

(1) Weiterfuhrende Strukturaufklarung der detektier@BL Uber direkte Kopplung
mit IR-MALDI-o-TOF-MS.
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Abbildung 4.1: Schema des Arbeitsablaufs bei der GSExpressionsanalyse mittels DC-
Mehrfachimmunfarbung und IR-MALDI-o-TOF-Massenspektrometrie. Quelle: modifiziert

nach Souadyet al. (2009).
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Dabei werden im zweiten Schritt der Mehrfachimmuodifilg die Overlay-Assays
aufeinander folgend durchgefuhrt. Jeder Assay ladtieth die Verwendung eines
Primarantikorpers, der an spezifische GSL-Strukilbimdet, und eines Enzym-gekoppelten
Sekundarantikérpers, der an den Primarantikbrperddii Das Enzym vermittelt im
Detektionsschritt die Umsetzung eines Substratsrirchromophores Prazipitat, so dass eine
Farbung an den Stellen der nachzuweisenden GSteknts

Zur Unterscheidung der detektierten GSL wurden rgoteedliche Enzym-Substrat-
Systeme eingefiihrt, die Prazipitate unterschiedticlirérbung produzieren. Fir eine
Dreifachimmunfarbung wurde Fast Red in Kombinatioi Naphthol AS-MX-Phosphat als
Substrat fur die alkalische Phosphatase(AP)-kattygs Farbung in der ersten Overlay-
Assay-Runde eingesetzt. Dieses System produziertrates Prazipitat. Fir den zweiten
Overlay-Assay wurde 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosp{BCIP) eingesetzt, das von AP in
ein blaues Prazipitat umgesetzt wird. Im dritteneflay-Assay wurde Diaminobenzidin
(DAB) zum Nachweis von GSL verwendet, das in eiMgerrettichperoxidase (HRP)-

vermittelten Reaktion und unter Zugabe von Nickelaein schwarzes Prazipitat liefert.

4.1.1.1 Entwicklung eines mehrfarbigen immunchemisc hen
Detektionssystems

BCIP ist das Substrat, das bisher routinemaRigd&imr GSL-Overlay-Assay eingesetzt
wurde. FUr den Einsatz bei der Mehrfachimmunfagowon GSL wurden verschiedene
zusatzliche Substrate, die von AP und HRP zu farbiBrazipitaten umgesetzt werden und
sich deswegen fir immunchemische Festphasenasgmenggetestet. Hierzu zahlen Neu
Fuchsin, Fast Red, Variaminblau und NBT/BCIP fie &P, und AEC, DAB-Imidazol und
DAB-Ni/Co fur die HRP (siehe Kapitel 3.5.4).

Fast Red, BCIP und DAB wurden als beste Kombinagamittelt. Alle drei Substrate
wiesen eine ahnliche Sensitivitat auf. Farbungen @&SL-Verdinnungsreihen ergaben bei
der Verwendung der drei Substrate vergleichbardnWNaisgrenzen (nicht gezeigt). Diese drei
Substrate bieten gegenuber anderen vor allem denieiVodass sie Préazipitate mit
komplementéren Absorptionspektren produzieren, eilee spezifische densitometrische
Quantifizierung der erhaltenen Signale erlauben.Abbildung 4.2 sind die normierten
Absorptionsspektren der Farbungen von Fast RedPB@id DAB fir den Bereich von
200 nm bis 900 nm dargestellt. Fast Red zeigt thiekste Absorption bei 520 nm, jedoch
keine Uber 600 nm. BCIP weist maximale AbsorptiorBereich um 300 nm und 650 nm auf,

jedoch keine tGber 750 nm. DAB hingegen absorbasgesehen vom Bereich um 200 nm,
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Uber das ganze gemessene Spektrum. Daraus fosgt DB bei Wellenlangen tber 750 nm
trotz anwesender Farbungen von Fast Red und DABfswh detektiert werden kann. BCIP
kann ebenfalls bei Anwesenheit von Fast Red Signajeezifisch bei Wellenlangen utber
600 nm nachgewiesen werden. Bei der Mehrfachfarbwirgen demzufolge die Substrate in
der Reihenfolge (1.) Fast Red, (2.) BCIP und (38BDeingesetzt. Die Farbungen wurden
jeweils direkt nach den Farbeschritten densitorsetribei unterschiedlichen Wellenlangen
analysiert. Signale von Fast Red und BCIP wurdangine gréRtmogliche Empfindlickeit zu
erreichen, bei ihren Absorptionsmaxima 520 nm b8%0 nm und DAB als letztes bei
750 nm detektiert. Durch diese Messungen ist eshéisend mdoglich Expressionsniveaus
unterschiedlicher GSL aus verschiedenen Probenimaitder zu vergleichen, wie z.B.

Tumor- und Normalgewebe.

520 nm 650 nm 750 nm

'

DAB

Absorption [rE]

Fast Red\ BCIP

' I T I ' I T I | | !
200 300 400 500 600 700 800 900

A [nm]

Abbildung 4.2: Absorptionsspektren der in der Mehrfachimmunfarbung entstehenden
Chromophore von Fast Red, BCIP und DAB. Die Spektne wurden von gefarbten GSL-Banden
aufgenommen und entsprechend ihrer Maxima normaligrt. Die Wellenldngen fur die
densitometrische Detektion von Fast Red, BCIP und BB sind 520, 650 bzw. 750 nm. Fir eine
spezifische Detektion missen die Farbungen in dieseéReihenfolge stattfinden und die

Densitometrie jeweils direkt im Anschluss an die jeeiligen Farbungen erfolgen (Souadyet al.
2009).

4.1.1.2 Inaktivierung zur Kopplung mehrerer Overlay  -Assay-Runden
Die repetitive Immundetektion der GSL auf einer zegen DC-Platte wirft einige

Probleme auf. Zum einen kann die Verwendung vom&antikorpern aus derselben Spezies
dazu fuhren, dass die Sekundarantikbrper bei eineathfolgenden Assay eine
Signalentwicklung auch an Stellen einer vorangegaeg Detektion verursachen. Zum
anderen kann die wiederholte Verwendung der Enzgdeund HRP ohne vorangehende
Inaktivierung durch Restaktivitat ein unerwinsctsggal induzieren. Auf diese Weise kame

es zu einigen Fehlinterpretationen.
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Abbildung 4.3: Effekt der Hitzeinaktivierung auf die Signalausbeute des folgenden Overlay-
Assays. Streifen von DC-Platten mit gleichen Mengegetrennter Ganglioside (aus humanen
Granulozyten, JMQ7/7-1) wurden bis zu 2 h lang bel40 °C trockener Hitze inkubiert. Danach
erfolgte ein Overlay-Assay zum Nachweis von CD75sa@Agliosiden. Die Signalintensitaten fur
IV ®Neu5Ac-nLc4Cer mit C24- und C16-Fettséure (obere bz untere Bande) wurden uber
Densitometrie bestimmt und gegen die Hitze-Inkubatinsdauer aufgetragen. Es wurden
Dreifachbestimmungen fir jeden Zeitpunkt durchgefiiht. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.

Um  diese  Verschleppungseffekte zu  vermeiden,  wurdewerschiedene
Inaktivierungsmethoden untersucht.

Zur AP-Inaktivierung wurden Citrat- und EDTA-LGswerg bei erhdhten Temperaturen
eingesetzt, da die AP auf zweiwertige Kationen anggen ist. Diese Kofaktoren werden
durch Citrat und EDTA komplexiert, was zu eineribm@rung der Aktivitdt und bei hohen
Konzentrationen des Komplexbildners zu einer irrsiden Inaktivierung des Enzyms fihrt
(Deininger & Meyermann 1998). In einem weiteren 3(mh wurden immungefarbte DC-
Platten zur globalen Inaktivierung von Enzymen uhdtikbrpern einem Trypsinverdau
unterzogen. Beide Methoden, die Komplexierung vatidden und der Trypsinverdau, liel3en
sich jedoch nicht auf DC-Platten anwenden. Sietéihwiederholt und trotz vorangegangener
Fixierung mit Plexigum zu einem Ablésen und Zert#l Kieselgelschicht. Eine erfolgreiche
Inaktivierung und Vermeidung von Verschleppungddée wurde Uber die Anwendung von
trockener Hitze erzielt. Eine Inkubation Gber bisZh bei 140 °C zeigte bei DC-getrennten
Gangliosiden keine Verringerung der Signalstarke amschlielBenden Overlay-Assay,
verhinderte jedoch erfolgreich Verschleppungseffek{Abbildung 4.3). Auch Uber
Massenspektrometrie  wurden  keine  temperaturbedingteStrukturveranderungen
offensichtlich (Daten nicht gezeigt). Im Folgendemrde daher als Verbindungsschritt
zwischen zwei Overlay-Assay-Runden die Hitzeinagtivng mit einer Inkubationsdauer von

90 min durchgeflnhrt.
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4.1.1.3 Nachweis und Charakterisierung von neutrale n GSL mittels DC-

Mehrfachimmunfarbung
Das Verfahren der Mehrfachimmunfarbung wurde anhanér Referenzmischung von

neutralen GSL aus humanen Erythrozyten entwickélie aus der Orcin-Farbung in
Abbildung 4.4A ersichtlich wird, beinhaltet die Refnzmischung drei Hauptkomponenten:
(LacCer, gMGigdicCer), (Gb3Cer,
Galo4GaB4GId31Cer) und (Gb4cCer,
GalNAB3Galo4Gap4GId31Cer). Die neutralen GSL wurden mittels DC in erdteie

aufgrund ihrer Glykostruktur und dariber hinaus gawid der N-Acylgruppe ihres

Laktosylceramid Globotriaosylceramid

Globotetraosylceramid

Ceramidteils aufgetrennt, was im Fall von LacCerd u@b3Cer zur Auftrennung
Doppelbanden fuhrt. Die oberen und unteren Bandghalen hauptsachlich GSL mit
langkettigen C24- bzw. kurzkettigen C16-Fettsaumde, jeweils als Amid an Sphingosin

(d18:1) gebunden sind.

A B 1 anti-Gbacer c24
B4 p1 1 Fast Red C16_
—@—Cer LacCer C A =520 nm
— - JAN AN
LlLJ T T T T T T T T
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Abbildung 4.4: Mehrfachimmunfarbung von DC-getrennten neutralen GSL aus humanen
Erythrozyten. (A) GSL wurden in einer Gesamtmenge an 8 ug und 4 ug fur die Orcin- (orc)

bzw. Mehrfachimmunfarbung aufgetragen. Bei der Mehfachfarbung wurden sequenziell drei

unterschiedliche GSL in einer Bahn mit jeweils vershiedenen Antikérpern und

Detektionssystemen nachgewiesen: (1) Gb3Cer mit Rd®ed, (2) LacCer mit BCIP und (3)

Gb4Cer mit DAB. (B) Durch Densitometrie ermittelte Chromatogramme der einzelnen
Farbungen. Diese sind durch direkte Messung nach dgeweiligen Overlay-Assay-Runden und
durch die Variation der Detektionswellenlange ¥ =520 / 650 / 750 nm) spezifisch fur die
jeweilige Farbung (Souadyet al. 2009).

Mit Hilfe der Mehrfachimmunfarbung konnten alle di€omponenten in einer Bahn
nachgewiesen werden (Abbildung 4.4A, Bahnen 1-Zbdd wurde Gb3Cer als erstes mit
Fast Red, LacCer als zweites mit BCIP und Gb4Cedattes mit DAB nachgewiesen. Die
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GSL-bindenden Antikorper waren in allen drei Assanden polyklonale Huhn IgY
Antikorper, jeweils spezifisch fur Gb3Cer, LacCenduGb4Cer. Der Einsatz von drei
unterschiedlichen Substraten ermdglicht eine eitigeuUnterscheidung der einzelnen
Farbungen. Diese konnten zudem densitometrischfsobzquantifiziert werden (Abbildung
4.4B). Die einzelnen Chromatogramme zeigen keineirBlessung durch die jeweiligen
vorhergehenden Farbungen. Mit Ausnahme der BCIBtigy von LacCer, deren Intensitat

leicht abnahm, waren alle Farbstoffe tber die Mairfarbung stabil.

4.1.1.4 DC-IR-MALDI-0-TOF-MS von mehrfach immungefa rbten GSL
Die immungefarbten GSL LacCer, Gb3Cer und Gb4Cer @er Dreifachfarbung (vgl.

Abbildung 4.4A) wurden mit Hilfe der IR-MALDI-o-TOMS genauer charakterisiert.
Massenspektren wurden im Positivionenmodus aufgemamund sind in Abbildung 4.5 bis
Abbildung 4.7 dargestellt.

Die GSL wurden hauptséachlich als einfach geladeatgiiNn-Addukte des Typs [M+N§]
in wenigen Fallen auch als zweifach-Addukte des sTyM+2Na-H] detektiert. Bei
sogenannten ,heil3en“ Bedingungen, d.h. hoher Laeasitat und niedrigem Gasdruck in der
lonenquelle, wurden zusétzliche Signale von preen GSL-Molekiilen, [M+H] sowie
von deren Produkten nach Eliminierung von,OH [M-OH]*, erhalten. Uber diese
Signalaufspaltung verringert sich die Sensitivil@ Messung und es kann aufgrund der
zunehmenden Komplexitat des Spektrums zu einerlatung von Signalen verschiedener
GSL-Spezies kommen. Zusatzlich nimmt das Mald deagrRentierung bei ,heien”
Bedingungen zu, da die Analyten durch erhfhte liatssrsitat starker angeregt werden und
diese Energie aufgrund des geringeren Drucks inlatenquelle nicht tGber Kollisionen mit
dem umgebenden Gas abbauen konnen. Bei kalten ddedjan (entsprechend geringe
Laserintensitdat und hoher Druck) wird hingegen pkaserschuss eine geringere
lonenausbeute erzielt. Daflr sinkt das Ausmald dagrientierung von GSL-lonen. Die
Bedingungen bei der lonisation wurden gerade sdt‘ langestellt, dass GSL nur als
Natrium-Addukte detektiert wurden und somit eineghuhst hohe Sensitivitat erreicht
wurde. Unter den optimierten Bedingungen wurde eiargeringes Mal3 an Fragmentierung
beobachtet.

Die Nachweisgrenzen der Mehrfachimmunfarbung undiRleMALDI-0-TOF-MS fur die
neutralen GSL wurden Uber Verdinnungsreihen bedtumeh sind in Tabelle 4.1 aufgelistet.
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Abbildung 4.5: (+) DC-IR-MALDI-o-TOF-Massenspektren von LacCer. Massenspektren
wurden nach der Overlay-Assay-Mehrfachimmunfarbung direkt von der oberen (A) und
unteren (B) BCIP-gefarbten, LacCer-positiven Bandeaufgenommen (vgl. Abbildung 4.4). Die
jeweils untersuchte Bande ist mit einem Pfeil gekezeichnet. GSL wurden als [M+Na] lonen
detektiert. Kreuze markieren Signale unbekannter Sbstanzen (Souadyet al. 2009).

Abbildung 4.5 zeigt die Massenspektren von den-RatiCer, BCIP-gefarbten Banden aus
der Mehrfachfarbung. In der schwach gefarbten ob&ande wurde LacCer mit gesattigter
und einfach ungesattigter C24 Fettséure, LacCe3:{d1C24:0) und LacCer (d18:1, C24:1),
mit m/z 994,72 bzw. 996,74 detektiert (Abbildung 4.5A).sAdchwaches Signal konnte
LacCer (d18:1, C22:0) ben/z968,71 nachgewiesen werden. In der intensiverremt®@ande
wurde LacCer mit einer kurzkettigen Fettsaure, lexc@18:1, C16:0) mitm/z 884,59,
detektiert (Abbildung 4.5B).

Der blaue Indigo-Farbstoff, 5,5’-Dibromo-4,4’-dichb-indigo, der bei der Umsetzung von
BCIP entsteht (Holt & Sadler 1958), wurde als Maikdn M™ mit m/z 485,81 detektiert,
beeintrachtigte jedoch nicht die MS-Analyse der G&tht gezeigt).

Die LacCer-Massenspektren wurden von Banden mitntObacCer (d18:1, C24:1/C24:0)
und 224 ng LacCer (d18:1, C16:0) aufgenommen. RiehMeisgrenzen fir LacCer betragen
bei der MS-Analyse 52,7 ng bzw. 44,8 ng und bei Bwhrfachimmunfarbung jeweils

10,5 ng bzw. 11,2 ng fur die Spezies mit der lattgen und kurzkettigen Fettsaure (vgl.
Tabelle 4.1).
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Abbildung 4.6: (+) DC-IR-MALDI-o-TOF-Massenspektren von Gb3Cer. Massenspektren
wurden nach der Overlay-Assay-Mehrfachimmunfarbung direkt von der oberen (A) und
unteren (B) Fast Red-gefarbten, Gb3Cer-positiven Bade aufgenommen (vgl. Abbildung 4.4).
GSL wurden als [M+Na]" lonen detektiert (Souadyet al. 2009).

DC-IR-MALDI-o-TOF-Massenspektren von der roten, teed-gefarbten Anti-Gb3Cer-
Doppelbande sind in Abbildung 4.6 dargestellt. &m dtark gefarbten oberen Bande wurden
Gb3Cer (d18:1, C24:0) und Gb3Cer (d18:1, C24:1]MksNa]*-lonen mitm/z1156,77 bzw.
1158,78 als Hauptkomponenten detektiert (Abbilddirggd). Mit geringerer Intensitat wurden
Signale von Gb3Cer (d18:1, C22:0) ben/z 1130,75 und Gb3Cer-Spezies mit
ungewodhnlichen Fettsduren nachgewiesen. Hierzuezéadb3Cer-Spezies mit besonders
langkettigen Fettsauren, C26:1 und C26:0m&i1184,80 bzw. 1186,79, und solche mit einer
Fettsaure, die eine ungerade Anzahl an Kohlenstoffen aufweist, C23:0, C25:1 und C25:0
beim/z1144,76, 1170,77 bzw. 1172,78 (vgl. Tabelle 4.2).

In der schwacheren unteren Fast Red-gefarbten Baodden lonen von Gb3Cer (d18:0,
C16:0) mitm/z1046,65 detektiert (Abbildung 4.6B).

Es wurden keine Signale gefunden, die dem Azo-Faffbsugeordnet werden konnten,
der bei der AP-katalysierten Reaktion von Fast &Radl Naphthol-AS-MX-Phosphat entsteht.
Dies ist durch die Loslichkeit des Farbstoffs igamischen Losungsmitteln zu erklaren. Der
Farbstoff wird bei der Vorbereitung der Platten flie MS Analyse zusammen mit dem
Fixativ Plexigum durch Chloroform aus dem Kieselgelrahiert.

Die Gb3Cer-Massenspektren aus Abbildung 4.6 wuksenBanden mit 681 ng Gb3Cer
(d18:1, C24:1/C24:0) und 168ng Gb3Cer (d18:1, Qj6:aufgenommen. Die
Nachweisgrenzen fur Gb3Cer betragen bei der MSy&eaB4,1 ng und 33,6 ng, bei der
Mehrfachimmunfarbung 6,8 ng und 8,4 ng fur die $mezmit der langkettigen bzw.
kurzkettigen Fettsaure (vgl. Tabelle 4.1).

78



4 ERGEBNISSE

B3 04 B4 BT ] .
A W~ Eouclelicer |B Ml otoMelice

Gb4Cer (d18:1, C24:1/C24:0)
1359,83/1361,84

) . . Gb4Cer
= Gb4cer1(2d;98'71§ C16:0) (d18:1, C24:1/C24:0)
© : 1359,84/1361,84
2
2 Gb4Cer
= (d18:1, C22:0)

Gb4Cer (d18:1, C22:0) 1333,82

1333,82 * * N o} o
. : “M‘. M‘u N “‘.L uu'_ .~!J —" Llnl..h_
1300 1325 1350 1375 14 1200 1250 1300 1350 1400
m/z m/z

Abbildung 4.7: (+) DC-IR-MALDI-o-TOF-Massenspektren von Gb4Cer. Massenspektren
wurden nach der Overlay-Assay-Mehrfachimmunfarbung direkt von der oberen (A) und

unteren (B) DAB-gefarbten, Gb4Cer-positiven Bande afgenommen (vgl. Abbildung 4.4). GSL
wurden vorwiegend als [M+Na] lonen detektiert, seltener als [M+2Na-H] lonen (mit Sternchen

markiert). Signale von GSL mit hydroxylierten Fettsiuren sind mit Kreisen gekennzeichnet (vgl.
Tabelle 4.2) (Souadyet al. 2009).

Die Massenspektren von DAB-gefarbten Anti-Gb4Cendgan sind in Abbildung 4.7
gezeigt. Die Farbung ergab eine sehr dominanteedBande, in der als Hauptkomponenten
Gb4Cer (d18:1, C24:1) und Gb4Cer (d18:1, C24:0]MksNa]*-lonen mitm/z1359,83 bzw.
1361,84 und als [M+2Na-Hlonen mit m/z 1381,80 bzw. 1383,82 detektiert wurden
(Abbildung 4.7A). Daneben konnte Gb4Cer (d18:1, :OR2nit m/z 1333,82 nachgewiesen
werden. Analog zu den Massenspektren von Gb3Cedemuauch hier seltene lonen von
Gb4Cer Spezies mit besonders langen Fettsaurek&gil und C26:0 mi/z 1387,86
bzw. 1389,88, und ungeraden Fettsauerekettenlang2g;0, C25:1 und C25:0 miin/z
1347,83, 1373,84 bzw. 1375,85, detektiert.

In der schwach gefarbten unteren Bande wurden ndkerHauptkomponente Gb4Cer
(d18:1, C16:0) bein/z1249,73 ([M+Na]) undm/z1271,73 ([M+2Na-H]) auch Spezies mit
langenN-Acylgruppen nachgewiesen, die im Fall von Gb4CgrGa2:0-, C24:1- und C24:0-
Fettsdurenn/z1349,83, 1375,82 bzw. 1377,85) aufgrund der ustdridigen Trennung der
Doppelbanden im Massenspektrum der unteren Barsghainen (Abbildung 4.7B). Im Fall
der Signale bemm/z 1349,83, 1375,82 und 1377,85 handelt es sich udC@b Spezies mit
den hydroxylierten Fettsduren h22:0, h24:1 bzw. :;24Aufgrund der zusatzlichen
Hydroxylierung zeigen diese Gb4Cer Spezies mit Katiggen Fettsduren eine erhohte
Retention im Kieselgel und demzufolge eine geriadeaufhdhe bei der DC-Trennung.

Die Strukturvorschlage fur die GSL Spezies wurdarck nanoESI-QTOF-MS bestétigt
(Souadyet al. 2009, Supporting Information Dazu wurden Lithium-Addukte von den
neutralen GSL erzeugt. Diese erlaubten durch CipeErmente eine Aufklarung der
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Ceramidstruktur. Sowohl GSL mit Fettsduren, die eeirungerade Anzahl an
Kohlenstoffatomen besitzen, als auch solche meremusatzlichen Hydroxylierung konnten
charakterisiert werden. Fragmentierungsexperimeatge hydroxylierten Spezies lieferten
diagnostische lonen fii-Hydroxyfettsduren (Souadst al. 2009).

Bei der HRP-katalysierten Farbreaktion wird DAB ein stark verzweigtes Phenazin-
Polymer umgesetzt (Graham & Karnovsky 1966; Seligetaal. 1968), das jedoch nicht mit
der direkten IR-MALDI-MS-Analyse der gefarbten GBiterferierte.

Die Gb4Cer-Massenspektren aus Abbildung 4.7 wurdenBanden mit 2,3 pg Gb4Cer
(d18:1, C24:1/C24:0) und 57 ng Gb4Cer (d18:1, Cjléuligenommen. Die Nachweisgrenzen
fur Gb4Cer betragen bei der MS-Analyse 22,8ng u@B,7ng, bei der
Mehrfachimmunfarbung 11,4 ng und 2,9 ng fur die 28 mit der langkettigen bzw.
kurzkettigen Fettsaure (vgl. Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Nachweisgrenzen der DC-Mehrfachimmunifd&ung und der darauffolgende Analyse
mit IR-MALDI-o-TOF-MS von neutralen GSL aus humanen Erythrozyten (Souadyet al.2009).

DC- IR-MALDI-
GSL? Immunfarbung® o-TOF-MS® Farbung

[ng] [ng]
LacCer (C24) 10.5 52.7 BCIP-AP
LacCer (C16) 11.2 44.8 BCIP-AP
Gb3Cer (C24) 6.8 34.1 Fast Red-AP
Gb3Cer (C16) 8.4 33.6 Fast Red-AP
Gb4Cer (C24) 11.4 22.8 DAB-HRP
Gb4cCer (C16) 2.9 28.7 DAB-HRP

% neutrale GSL wurden mittels DC in eine obere (G#%) untere(C16) Bande getrennt (siehe

Abbildung 4.4

® die Nachweisgrenzen wurden iiber densitometrisa®sivhgen von mehrfach immungefarbten
GSL-Verdinnungsreihen bestimmt.

¢ die Nachweisgrenzen wurden mittels DC-IR-MALDI@FMS von mehrfach immungefarbten
GSL-Verdinnungsreihen bestimmt.
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Tabelle 4.2: Auflistung aller mit DC-IR-MALDI-o-TOF -MS detektierten, mehrfach-
immungefarbten, neutralen GSL aus humanen Erythrozyen. Fir die jeweiligen untersuchten
GSL-Banden werden Strukturvorschlage mit experimengll bestimmten und den theoretischen

monoisotopischerm/zWerten gezeigt (Souadyet al.2009).

Unézrsggahte Strukturvorschlag® m/z(exp.f m/z(theoret.)
LacCer (d18:1, C22:0) 968.71 968.70
Obere Bande  LacCer (d18:1, C24:1) 994.72 994.72
LacCer (d18:1, C24:0) 996.74 996.73
Untere Bande LacCer (d18:1, C16:0) 884.59 884.61
Gb3Cer (d18:1, C22:1) 1128.74 1128.74
Gb3Cer (d18:1, C22:0) 1130.75 1130.75
Gb3Cer (d18:1, C23:0) 1144.76 1144.77
Gb3Cer (d18:1, C24:1) 1156.77 1156.77
Obere Bande  Gb3Cer (d18:1, C24:0) 1158.78 1158.79
Gb3Cer (d18:1, C25:1) 1170.77 1170.79
Gb3Cer (d18:1, C25:0) 1172.78 1172.80
Gb3Cer (d18:1, C26:1) 1184.80 1184.80
Gb3Cer (d18:1, C26:0) 1186.79 1186.82
Untere Bande  Gb3Cer (d18:1, C16:0) 1046.65 1046.66
Gb4Cer (d18:1, C22:1) 1331.79 1331.82
Gb4Cer (d18:1, C22:0) 1333.82 1333.83
Gb4Cer (d18:1, C23:0) 1347.83 1347.85
Gb4Cer (d18:1, C24:1) 1359.83 1359.85
Gb4Cer (d18:1, C24:0) 1361.84 1361.86
Obere Bande  Gb4Cer (d18:1, C25:1) 1373.84 1373.86
Gb4Cer (d18:1, C25:0) 1375.85 1375.88
Gb4Cer (d18:1, C24:1)* 1381.80* 1381.83
Gb4Cer (d18:1, C24:0)* 1383.82* 1383.85
Gb4Cer (d18:1, C26:1) 1387.86 1387.88
Gb4Cer (d18:1, C26:0) 1389.88 1389.90
Gb4Cer (d18:1, C16:0) 1249.73 1249.74
Gb4Cer (d18:1, C16:0)* 1271.73* 1271.72
Untere Bande  Gb4Cer (d18:1, h22:0) 1349.83 1349.83
Gb4Cer (d18:1, h24:1) 1375.82 1375.84
Gb4Cer (d18:1, h24:0) 1377.85 1377.86

% Immunfarbung in Verbindung mit BCIP (LacCer, siéti#bildung 4. Fast Red (Gb3Cer, siehe
Abbildung 4.6 und DAB (Gb4Cer, sieh&bbildung 4.7

® Hauptkomponenten einer Bande sind fett gedruckt

¢ detektierte lonen sind Natriumaddukte vom Typ [MFNAusnahmen bilden seltene [M+2Na-H]
lonen bei Gb4Cer (mit ,** markiert).
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4.2 GSL-Expression von HCC

Die GSL-Expression in Gewebeproben von PatienterH@GC wurde mittels DC-Overlay-
Assays untersucht, um Tumor-assoziierte GSL zu tiidgaren. Eine weitere
Charakterisierung der GSL-Strukturen erfolgte mifeHler Massenspektrometrie.

Es wurden vergleichende Expressionsanalysen duidimyed.h., dass fur jeden Patienten
die GSL-Expressionsniveaus sowohl im malignen ahaormalen Lebergewebe bestimmt
und einander gegenubergestellt wurden. Um verddaich Ergebnisse aus allen
Gewebeproben zu erhalten, wurden die Lipid-Roh&tdrdei der DC auf ein konstantes
Gewebegewicht normiert aufgetragen.

Es wurden Untersuchungen fur die neutralen GSL kacGb3Cer und Gb4Cer mit Hilfe
des zuvor entwickelten DC-Overlay-Assays mit Metinfarbung durchgefihrt. Dartiber
hinaus wurde die Expression von Gangliosiden mimigalen CD75s- und iso-CD75s-

Epitopen untersucht.

4.2.1 LacCer

Im Rahmen der Mehrfachfarbung von neutralen GSHG@C wurde die Expression von
LacCer, der zentralen Vorstufe in der Biosynthesmpdexer GSL, untersucht. Es dient dabei
als Substrat, um das die verschiedenen Glykosghesmsen konkurrieren, die die
Grundstrukturen fir die einzelnen GSL-Serien bilden

Patlent 19 ‘Patlent 28 Patlent 5

("77B—4©B—1C8r LaCCerE
I R R e T

Abbildung 4.8: Anti-LacCer-Overlay-Assay von Lipidextrakten aus Tumor- (T) und normalem
Vergleichsgewebe (N) der Leber. Die LacCer-Expressn wurde im zweiten Zyklus der GSL-
Mehrfachfarbung mit Hilfe eines anti-LacCer Antikor pers und dem BCIP-Detektionssystem
bestimmt. Bei der Analyse wurden Probenmengen eingetzt, die einem Gewebegewicht von
1,5 mg entsprechen. Patienten wurden in drei Kategi@n eingeteilt: (I) LacCer-Uberexpression,
(1) gleiche Expression und (lll) verringerte Expression im Tumorgewebe.
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Zur LacCer-Expressionsanalyse wurden Lipid-Rohé&kéran Mengen entsprechend einem
konstanten Gewebegewicht von 1,5 mg aufgetrager. b&fieits zuvor beschrieben (Kapitel
4.1.1.3) wurde LacCer in der zweiten Runde der Kéelfarbung mit einem Anti-LacCer
Antikorper und durch das BCIP-Detektionssystem gawhesen. Dies ergibt eine blaue
LacCer-positive Banden, was in Abbildung 4.8 fieidProbenpaare beispielhaft dargestellt
ist.

Die Patienten wurden anhand der Differenz ihrerQexeExpression in Normal- und
Tumorgewebe in drei Kategorien eingeteilt: (I) Uberession in malignem Gewebe, (I1)
gleiche Expression und (lll) verringerte Expressiormalignem Gewebe. Wie aus Tabelle
8.2 zu entnehmen ist, wurde nur in 9,4% aller R&die eine Uberexpression festgestellt;
12,5% zeigten keine Veranderung der Expressionyemhmit 78,1% fur die Mehrheit der
Proben eine verringerte Expression im Tumorgewebggéstellt werden konnte.

Die Verteilungen der LacCer-Expression in Tumor-d uNormalgewebe werden in
Abbildung 4.9 in Form von Box-Plot-Diagrammen vesamaulicht. Dabei markieren die
waagerechten Striche der ,Box" die Hohe der Qugrtd.h. unter dem untersten Strich
befinden sich 25%, unter dem mittleren Strich 5080 unter dem oberen Strich 75% der
Datenpunkte. Das 50%-Quartil wird auch als Mediazeichnet und ist neben dem
arithmetischen Mittel (in der Box als kleines Quadgingezeichnet) ein Mal3 fur die zentrale
Tendenz der Verteilung. Der Median ist weniger angdich gegentber AusreiRern als das
arithmetische Mittel. Die \Whisket markieren die Werte, unter denen sich 5% und @&%o
Messwerte befinden, und werden auch als 5%- und-Q&&mtile bezeichnet. Die Maxima
und Minima der Verteilungen werden durch Kreuze kigat. Die LacCer-Expression in
HCC-Gewebe zeigt im Vergleich zum entsprechendermal@n Gewebe eine deutliche
Abnahme. In vielen HCC-Proben lag die LacCer-Kotzdion unter der Nachweisgrenze.
Aus der Auftragung der Differenzwerte, die sich ales Subtraktion der Expressionswerte
des normalen von malignen Gewebe eines jeden Ratiargeben, wird dies besonders
deutlich. Der Unterschied in der LacCer-Expressimh statistisch hoch signifikant
(p = 0,001).

Trotz der unterschiedlichen Expression wurde eatiggr Zusammenhang zwischen der
LacCer-Expressionstarke in normalem und malignerbetgewebe gefunden (p = 0,004 /
1 =0,391). Das bedeutet, dass ein Patient, derengleich zu anderen Patienten eine relativ
hohe LacCer-Expression in normalem Lebergewebealat) tendenziell eine hohe LacCer-

Expression im HCC-Gewebe relativ zu der andereeR@&in besitzt.

83



4 ERGEBNISSE

Uber Korrelationstests wurden Zusammenhange zwiscler LacCer-Expression und
verschiedenen pathologischen Parametern, wie dedekunung des Primartumors pT, dem
Differenzierungsgrad G und dem Zirrhose-Status rsptit. Parameter, wie das Auftreten
von regionalen Lymphknotenmetastasen pN und Feastaeten pM, konnten nicht
untersucht werden, da der HCC-Datensatz fir dieseanfeter nur unzureichende
Stichprobengro3en bereitstellt, die keine zuveid@ss statistischen Tests zulassen. So
wurden beispielsweise nur bei drei Patienten Fetastesen diagnostiziert. Ebenso wurde nur
bei zwei Patienten ein Befall der Lymphknoten emitit Dies ist durch die
Operationsmethode zu erklaren, die bei der MehudhamitPatienten durchgefuhrt wurde. Im
Rahmen der Resektionen hepatozellularer Karzinonuedev keine Lymphadenektomie
durchgefiuhrt, so dass eine Aussage zum N-Staths migglich war.

Die Ergebnisse der Korrelationsanalyse von LacCgmé&ssion und pathologischen
Parametern ist in Abbildung 4.10 dargestellt. DaeCer-Expression in beiden Gewebetypen
zeigte einen Zusammenhang mit der Ausdehnung degfumors, pT, (Abbildung 4.10B;
Normalgewebe: p = 0,017t/= 0,353; Tumorgewebe p = 0,012 # 0,399). Fur die LacCer-
Expression im Tumorgewebe wurde zusatzlich ein @wsenhang mit fehlender
Differenzierung gefunden (Abbildung 4.10A; p = 02 = 0,363).

Zwischen LacCer-Expression und dem Zirrhose-Stades Patienten konnte kein

signifikanter Zusammenhang gefunden werden.

3000

**

2000

1000 R —‘7

-1000 l

T T
Normal Tumor Differenz

LacCer-Expression [rE]
o
L
!

Abbildung 4.9: Box-Plot-Diagramm der LacCer-Expres$on in Normal- und Tumorgewebe von
32 HCC-Patienten. Die Differenz ist ein MaR fiir dieAnderung der LacCer-Expression mit
Entartung des Gewebes und wurde Uber die Subtraktio der Expressionswerte des normalen
vom malignen Gewebe eines jeden Patienten erhalteie LacCer-Expression ist in HCC
signifikant verringert (p = 0,001).
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Abbildung 4.10: Box-Plot-Diagramm der LacCer-Expresion in HCC in Abhangigkeit von
pathologischen Eigenschaften. Die LacCer-Expressionkorreliert (A) mit schlechter

Differenzierung (G1 bis >G2) der Tumorzellen (p = 29 /t = 0,363) und (B) der Ausdehnung
des Primartumors (T1 bis T4) (p = 0,012 = 0,399).

Zur genauen strukturellen Charakterisierung wurdienOverlay-Assay-detektierten GSL
mit Hilfe der IR-MALDI-0o-TOF-MS untersucht. In Abldung 4.11 sind beispielhaft die
Massenspektren von jeweils beiden LacCer-positiéanden der Normal- und
Tumorgewebeproben aus Patient 7 dargestellt. &n dlanden wurden LacCer-Spezies als
einfach geladene Natrium-Addukte des Typs [M+Naletektiert. Die GSL bei den
verschiedenen Laufhéhen unterscheiden sich inNd&rylgruppen ihrer Ceramide. In den
oberen Banden wurden LacCer-Varianten mit langkettiFettsauren, hauptsachlich LacCer
(d18:1, C24:1) und LacCer (d18:1, C24:0) mitz994,70 bzw. 996,71 sowie LacCer (d18:1,
C22:0) mitm/z 968,68, detektiert (Abbildung 4.11A und B). In Masspektren der unteren
Banden dominierten Signale von LacCer (d18:1, Q16 m/z 884,61 (Abbildung 4.11C
und D).

Die Signalintensitaten der MS-Signale von LacCemrddeeren mit denen des Overlay-
Assays. Bei Patient 7 wurde im HCC-Gewebe mitteleray-Assay eine hohere LacCer-
Expression als im Vergleichsgewebe festgestellesDuird auch durch die Massenspektren
widergespiegelt, bei denen die der HCC flr die modler LacCer-Spezies eine grol3ere

Intensitéat zeigen.
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Abbildung 4.11: (+) DC-IR-MALDI-o-TOF-Massenspektren von LacCer. Massenspektren
wurden nach der Mehrfachimmunfarbung jeweils direkt von den oberen und unteren BCIP-
gefarbten, LacCer-positiven Banden der Normal- (Nund Tumorgewebeproben (T) von Patient
7 aufgenommen. LacCer Spezies wurden als [M+NaJonen detektiert.

4.2.2 Gb3Cer

Die Expression von Globotriaoslyceramid (Gb3Ceas duch als CD77 oder Pk Antigen
bezeichnet wird, ist von besonderem Interessesdéredas potenzielle Therapeutikum Stx1
als Zelloberflachenrezeptor fungiert (siehe Kapite?.7.2). Gb3Cer wird in der GSL-
Biosynthese aus der Vorstufe LacCer, deren Exmmessi vorigen Kapitel untersucht wurde,
gebildet. Die Synthese von Gb3Cer wird von der bajdiceramid-4a-Galaktosyltransferase
katalysiert. Gb3Cer wiederum stellt die Vorlaufasktur fir alle Globo-Serie-GSL dar.

Im Rahmen der Mehrfachimmunfarbung neutraler GS& @awebeproben von 32 HCC-
Patienten wurde Gb3Cer mit einem spezifischen moiglen Antikérper nachgewiesen. Die
Detektion erfolgte mit Hilfe des Fast Red-Deteksisystems. In Abbildung 4.12 sind

beispielhaft die Anti-Gb3Cer-Overlay-Assays von

ilgxtrakten aus HCC- und

Vergleichsgewebeproben von drei Patienten dardestel
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Abbildung 4.12: Anti-Gb3Cer-Overlay-Assay von Lipidextrakten aus Tumor- (T) und
normalem Vergleichsgewebe (N) der Leber. Die Gb3CdExpression wurde im ersten Zyklus der
GSL-Mehrfachimmunfarbung mit Hilfe eines Anti-Gb3Cer-Antikérpers und dem Fast Red-
Detektionssystem bestimmt. Bei der Analyse wurden rBbenmengen eingesetzt, die einem
Gewebegewicht von 1,5 mg entsprachen. Patienten vadan in drei Kategorien eingeteilt: (1)
Gb3Cer-Uberexpression, (II) gleiche Expression und(lll) verringerte Expression im
Tumorgewebe.

Die Patienten wurden aufgrund ihrer Expressionssatéede in Normal- und
Tumorgewebe in Expressionsgruppen eingeteilt. Dieveisung der Patienten in die
jeweiligen Kategorien ist in Tabelle 8.3 zusammdags. In 15,6% der Falle wurde eine
Uberexpression von Gb3Cer im Tumorgewebe festdesteebenfalls 15,6% der Falle zeigte
sich eine unveranderte Expression und in 68,8% RBH&enten eine verringerte Expression.

In Abbildung 4.13 wird die Gb3Cer-Expression in Kal- und Tumorgewebe in Form
von Box-Plot-Diagrammen gegenubergestellt. Die &kmg der Gb3Cer-Expression zeigt
eine grolBere Varianz im malignen Gewebe. Sowohl Meximalwert als auch der
Minimalwert der Expression wurde in HCC-Gewebe gdin, was die hohe Varianz
bestétigt. Ein weiterer Unterschied besteht in zbartralen Tendenzen der Verteilungen der
Gb3Cer-Expression, die statistisch signifikant(pst 0,005). Wie zuvor auch schon aus der
Einteilung der Patienten in Expressionsgruppen drgeht, liegt eine verringerte Gb3Cer-
Expression im HCC-Gewebe vor. Dies wird durch digtragung der Expressionsdifferenzen
deutlich, die im Wesentlichen negative Werte zeigt.

Es wurden Untersuchungen zur Korrelation der Gbdgression mit pathologischen
Parametern durchgefuhrt, jedoch ohne statistisghifddante Ergebnisse zu erhalten. Ein
gleichgerichteter Zusammenhang wurde dafir zwisclenGb3Cer-Expression und der der
Biosynthese-Vorstufe LacCer gefunden. Dies betrifiierdings nur das Normalgewebe
(p = 0,039 /r =0,256) und nicht das Tumorgewebe, bei dem de&8GebGehalt demnach
von anderen Faktoren aul3er der Verflugbarkeit destufe bestimmt wird.
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Abbildung 4.13: Box-Plot-Diagramm der Gb3Cer-Expresion in Normal- und Tumorgewebe
von 32 HCC-Patienten. Die Differenz ist ein MaR fiidie Anderung der Gb3Cer-Expression mit
Entartung des Gewebes und wurde Uber die Subtraktio der Expressionswerte des normalen
vom malignen Gewebe eines jeden Patienten erhalte@ie Gb3Cer-Expression ist in HCC
signifikant verringert (p = 0,005).

4.2.3 Gb4Cer

Gb4Cer wird auch als Globosid oder P Antigen bédwest Es ist ein Blutgruppenantigen,
das hauptséachlich von Erythrozyten und dem Uragkptimiert wird.

Gb4Cer spielt bei verschiedenen pathologischen eBeen als Rezeptorstruktur eine
wichtige Rolle. Die Adhasion uropathogeriercoli ans Urothelium wird unter anderem uber
Gb4Cer vermittelt. Zudem gilt Gb4Cer als sogenanfitew-affinity’-Rezeptor fir viele
Shiga Toxine (Stx), wobei Stx2e eine Ausnahme bilgded mit héherer Affinitat bindet
(Muthing et al. 2009). Der Parvovirus B19 bindet ebenfalls Gb4@lsr Zielstruktur auf
Zelloberflachen (Brownet al. 1993). In der GSL-Biosynthese wird Gb4Cer durcle di
Aktivitat einer 38-N-Acetylgalaktosaminyltransferase aus Gb3Cer alsWibe synthetisiert.

Die Gb4Cer Expression in HCC und entsprechendegl®ehsgeweben wurde wie zuvor
beschrieben (Kapitel 4.1) im dritten Zyklus der Mehrfachimmunfarbung von neutralen
GSL aus Gewebeproben von HCC-Patienten bestimniieilreurde ein Gb4Cer-spezifischer
polyklonaler Antikérper und das Nickel-dotierte DABetektionssystem eingesetzt, das
Gb4Cer durch Bildung eines schwarzen Prazipitatbwaist.
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Abbildung 4.14: Anti-Gb4Cer-Overlay-Assay von Lipidextrakten aus Tumor- (T) und
normalem Vergleichsgewebe (N) der Leber. Die Gb4CedExpression wurde im dritten Zyklus
der GSL-Mehrfachimmunfarbung mit Hilfe eines Anti-Gb4Cer Antikérpers und dem DAB-
Detektionssystem bestimmt. Bei der Analyse wurden rBbenmengen eingesetzt, die einem
Gewebegewicht von 1,5 mg entsprechen. Patienten va@n in drei Kategorien eingeteilt: (1)
Gb4Cer-Uberexpression, (II) gleiche Expression und(lll) verringerte Expression im
Tumorgewebe.

Uber den Vergleich der Gb4Cer-Expression in normalend malignem Gewebe der
Patienten wurden diese in drei Kategorien eingetBidbei wurden 37,5% der Patienten
aufgrund einer erhdhten Expression in TumorgeweieKategorie | zugeordnet, 12,5% der
Kategorie 1l fur gleich bleibende Expression undb@er Kategorie Ill fur verringerte
Expression.
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Abbildung 4.15: (A) Box-Plot-Diagramm der Gb4Cer-Expression in Normal- und Tumorgewebe
von 32 HCC-Patienten. Die Differenz ist ein MaR fiidie Anderung der Gb4Cer-Expression mit
Entartung des Gewebes und wurde tber die Subtraktio der Expressionswerte des normale vom
malignen Gewebe eines jeden Patienten erhalten. (B3b4Cer-Expression im HCC-Gewebe in
Abhangigkeit von der Ausdehnung des Priméartumors pT Es besteht ein signifikanter
Zusammenhang (p = 0,0487% = 0,291).

Die Expressionsniveaus in den beiden GewebetymehisiAbbildung 4.15A in Form von
Box-Plot-Diagrammen dargestellt. Obwohl die Entagudes Lebergewebes in mehr
Patienten mit einer Reduktion anstatt einer Erhghdar Gb4Cer-Expression einhergeht,

wurde kein statistisch signifikanter Unterschiest@estellt.
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Allerdings wurde eine signifikante Korrelation déb4Cer-Expression im HCC-Gewebe
mit der Ausdehnung des Primartumors pT gefunden 048 /t=0,291). Die Gb4Cer-
Expression liegt im Anfangsstadium (pT1) auf einsabnormalen Niveau, nimmt aber zu
fortgeschrittenen Stadien hin zu. Die Gb4Cer-Exgiogs korreliert ebenfalls mit der ihrer
Biosynthese-Vorstufe Gb3Cer und zwar jeweils inNalr und Tumorgewebe (p = 0,001 /
1= 0,423 bzw. p < 0,0011/= 0,593).

Auch von den Anti-Gb4Cer gefarbten Banden wurdensdédaspektren mit der IR-
MALDI-Technik aufgenommen (Abbildung 4.16). In Noalm und Tumorgewebe konnte
Gb4Cer nachgewiesen werden. Wie jedoch bereitsdeanOverlay-Assays zu erwarten, wo
im Gegensatz zu zuvor untersuchten GSL-Struktutereimzelne Banden je Bahn detektiert
wurden (vgl. Abbildung 4.14), zeigten die detekeer Gb4Cer-Spezies weniger strukturelle
Variationen im Ceramidteil. In Normalgewebe wurddrauptsachlich Gb4Cer-Spezies mit
langkettiger C24N-Acylgruppe detektiert. Dazu gehoren Gb4Cer (d1824:1) und Gb4Cer
(d18:1, C24:0) mitn/z1359,86 bzw. 1361,86, aber auch seltenere lonerGlBlCer (d18:1,
C23:0) und Gbh4Cer (d18:1, C22:0) miz1347,85 bzw. 1333,85. Im Tumorgewebe wurden
ausschlief3lich Gb4Cer (d18:1, C24:1) und Gb4Ce8:(d1C24:0) mitm/z 1359,86/1361,87

detektiert. Die GSL-lonen traten haufig als Natrididukte des Typs [M+N4&Jund seltener
als [M+2Na-HJ auf.

800- 800+
A Gb4Cer B Gb4Cer
(d18:1, C24:1/C24:0) (d18:1, C24:1/C24:0)
m N T 1359,86/1361,86 N T 1359,86/1361,87
= |7 Gb4Cer l
= (d18:1, C23:0)
|5 GbdCer 134785
1= (d18:1, C22:0)
1333,85
+ * + *
Ll Apaletudh A 4 AI adetiibon NRYAWY) JM.A: At o)
1275 1300 1325 1350 1375 1400 1275 1300 1325 1350 1375 1400

m/z

Abbildung 4.16: (+) DC-IR-MALDI-o-TOF-Massenspektren von Gb4Cer. Massenspektren
wurden nach der Mehrfachimmunfarbung jeweils von d& oberen und unteren BCIP-geféarbten,
Gb4Cer-positiven Banden der Normal- (N) und Tumorgevebeproben (T) von Patient 7
aufgenommen. Gb4Cer Spezies wurden hauptsachlich sa[M+Na]*-lonen und seltener als
[M+2Na-H]*-lonen (mit Sternchen gekennzeichnet) detektiert. i§nale, die nicht zugewiesen
werden konnten, sind mit Kreuzen markiert.
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4.2.4 CD75s-Ganglioside

Die Entartung von Zellen geht haufig mit einer Ubgression von Glykostrukturen
einher, die Neuraminsduren aufweisen. Dies gilthatic GSL, wo haufig Ganglioside
Uberexprimiert werden (Kapitel 1.2.5). Zusatzlichr zErh6hung der Zahl der an der
Zelloberflache préasentierten Neuraminsauren wurdehaein Wechsel im Typus der
Sialylierung festgestellt, die mit einer Zunahme o&h6-sialylierten Strukturen einhergeht
(Hedlundet al. 2008).

CD75s-Ganglioside weisen eine terminale Neut®&aPp4GIcNAc-Struktur auf und
bilden die Zielstrukturen des potenziellen Krebstpeutikums Viscumin (Kapitel 1.2.7.1).
Um die mogliche Anwendbarkeit von Viscumin in ddrefapie von HCC zu testen, wurde
die Expression der CD75s-Zielstruktur auf Gangtlesi in HCC- und normalem
Vergleichsgewebe untersucht. Dazu wurden GSL-Etdrakus Gewebeproben von 29
Patienten in Mengen entprechend 2 mg GewebegewaichtDC-Platten aufgetragen und
getrennt. Die Expression von CD75s-Gangliosidendeunit Hilfe des polyklonalen AB2-6
Antikorpers in einem Overlay-Assay bestimmt. In Athbng 4.17 sind beispielhaft die
Ergebnisse des Anti-CD75s-Overlay-Assays von vadieAten dargestellt. Im Gegensatz zu
den Referenzgangliosiden aus humanen Granulozgiersowohl CD75s-1- als auch CD75s-
[I-Ganglioside mit nLc4Cer bzw. nLc6Cer-Grundstukt aufweisen, wurde in den
Gewebeproben der HCC-Patienten ausschliel3lich dagyer komplexe CD75s-I detektiert.

Patient 7 | Patient 5
O AB26| N T

Patient 33 ’ Patient 1 ‘

N T N T N T
I\V3nLc4Cer C '
IVenLcdCerC S 9B = = — JCD75s-|
VIBnLc6Cerc _—
ViénLc6Cer C - aCD75s-lI
Start —
I | om | v

Abbildung 4.17: DC-Overlay-Assay zum Nachweis von B75s-Gangliosiden in Tumor- (T) und
normalem Vergleichsgewebe. Rohlipidextrakte entsphend 2 mg Gewebegewicht wurden
parallel zueinander aufgetragen und mittels DC geennt. CD75s-I- und CD75s-II-Ganglioside
wurden mit dem AB2-6 Antikdrper nachgewiesen. Die Btienten wurden aufgrund ihrer

Expressionsunterschiede in vier Kategorien eingetéi (I) hohe Uberexpression, (1) moderate
Uberexpression, (Ill) keine/gleiche Expression und (IV) verringerte Expression im

Tumorgewebe. Fir jede Kategorie sind die gefarbtenProben jeweils eines Patienten
exemplarisch dargestellt. Als Referenz wurden Gangiside aus humanen Granulozyten
eingesetzt und Uber eine Orcin-Farbung (O, 10 ug)nd den Overlay-Assay mit dem AB2-6-
Antikérper nachgewiesen (AB2-6, 1,5 ug).
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Die Patienten wurden entsprechend den Differenenerter CD75s-Gangliosid-
Expression zwischen normalem und malignem Lebergewrs vier Kategorien eingeteilt
(Tabelle 8.5). Es wurden 20,7% der Patienten déedcaie |, hohe Uberexpression in HCC-
Gewebe, zugeteilt, 13,8% der Kategorie I, modetaverexpression, 20,7% der Kategorie
lll, gleichgebliebene Expression und 44,8% der Hatee IV, verringerte Expression.
Insgesamt zeigen demnach 34,5% der Patienten eurtbcth erhdhte Expression. Dem steht
jedoch mit 44,8% ein grofl3erer Anteil von Patientehverringerter Expression gegentber.

Die Ergebnisse der Expressionsanalyse von CD75gl®aiden sind in Abbildung 4.18
veranschaulicht. Aus dem Box-Plot-Diagramm fur CBTTm Normalgewebe wird deutlich,
dass CD75s-1 konstitutiv in normalen humanen Lebesben exprimiert wird. Dem Box-
Plot-Diagramm fur CD75s-1 im Tumorgewebe ist zunefhimen, dass eine ungerichtete
Verénderung der CD75s-I-Expression vorliegt. Eiegsswerden die hdchsten Werte in
HCC-Proben gefunden, andererseits kann in einethexh Anteil der Patienten kein CD75s-
| nachgewiesen werden. Der Unterschied der Gandliespression spiegelt sich demnach in
der zunehmenden Varianz wider und weniger in dericlgieten Verédnderung des
Expressionsniveaus. Dies ist auch dem Box-Plot4@aiagn fur die Differenz der CD75s-I-
Werte der einzelnen Patienten zu entnehmen, dasn elMledian nahe Null aufweist.
Dementsprechend wurde mit einem Test auf Unterdehie der zentralen Tendenz von zwei
Stichproben, wie dem Wilcoxon-Test (Kapitel 3.8.&¢in signifikantes Ergebnis erhalten.
Ebensowenig konnte ein statistischer Zusammenharsghzen der CD75s-I-Expression und
den pathologischen Parametern Differenzierungsgratl Ausdehnung des Primartumores
festgestellte werden.

10000

5000

CD75s-1-Expression [rE]

1

-5000

Normal Tumor Differenz

Abbildung 4.18: Box-Plot-Diagramm der CD75s-I-Expression in Normal- und Tumorgewebe
von 29 HCC-Patienten. Die Differenz ist ein Maf fuidie Anderung der CD75s-I-Expression mit
Entartung des Gewebes und wurde Uber die Subtraktio der Expressionswerte des normalen
vom malignen Gewebe eines jeden Patienten erhalten.
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Abbildung 4.19: (+) DC-IR-MALDI-o-TOF-Massenspektren von CD75s-I-Gangliosiden aus
immungefarbten Banden. Spektren wurden von CD75s-sitiven Banden der normalen (N) und
malignen (T) Lebergewebeproben des Patienten 7 awmeichnet. CD75s-I-Ganglioside mit
unterschiedlichen N-Acylgruppen wurden nachgewiesen. M entspricht IV°NeuSAc-nLc4Cer
(d18:1, C24:1/C24:0), M IV°Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C22:0) und M IV°Neu5Ac-nLc4Cer
(d18:1, C16:0).

Die strukturelle Charakterisierung der immundetakéin CD75s-I-Ganglioside mit ihren
Fettsaure-Heterogenitaten erfolgte wieder mittelsC-IR-MALDI-0-TOF-MS. Auch
Ganglioside wurden im Positivionen-Modus als eihfgeladene Natrium-Addukte detektiert.
Bei monosialylierten Gangliosiden wurden jedochfigi@u [M+2Na-HJ -lonen als solche des
Typs [M+Na] detektiert. Massenspektren wurden von immungegarfdanden von HCC-
und Vergleichsproben aufgenommen. In Abbildung 4&ib@ die fur Patient 7 (Kategorie 1)
dargestellt (vgl. Abbildung 4.17). Bei der UnterBung der jeweils oberen immungefarbten
Banden wurden mit groRer Haufigkeit lonen mitz 1646,91, 1672,91 und 1674,93 im
Normalgewebe undn/z 1646,91, 1672,91 und 1674,93 im Tumorgewebe detékdie auf
die Prasenz von CD75s-I-Gangliosiden mit langkettig-ettsauren hinweisen, und zwar
IVenLc4Cer (d18:1, C22:0), RALc4Cer (d18:1, C24:1) und MLc4Cer (d18:1, C24:0). In

den jeweiligen unteren immungefarbten Banden daremi Signale eines CD75s-I-
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Gangliosids mit kurzer C1B-Acylgruppe, I\PnLc4Cer (d18:1, C16:0), ben/z 1562,83 in
Normal- und Tumorgewebe. In den Spektren der Tumobe wurden hdhere
Signalintensitaten fir die Ganglioside erzielt, veasch mit den Ergebnissen des Overlay-

Assays korreliert.

4.2.5 Iso-CD75s-Ganglioside

Zusatzlich zu CD75s-Gangliosiden wurde die Expoession isomeren Gangliosiden
untersucht, die ebenfalls der Neolacto-Serie angehdedoch eine terminale Neuraminsaure
in a2,3-Konfiguration aufweisen. In Analogie zu CD75¢e(5Aa6Galp4GIcNAc-R) wird
diese Struktur als iso-CD75s (Neua86Gal34GIcNAc-R) bezeichnet.

Die Expression von iso-CD75s-Gangliosiden in Geweben 29 HCC-Patienten wurde
zunachst wieder mit Hilfe des DC-Overlay-Assayssucht. Dabei wurden Lipidextrakte in
Mengen entsprechend einem konstanten Gewebegewdch? mg eingesetzt. 1so-CD75s-
Ganglioside wurden mit dem polyklonalen AB2-3 Augtiger unter Verwendung des BCIP-
Detektionssystems nachgewiesen (Abbildung 4.20)e M@pezifititt des verwendeten
Antikdrpers wird durch den Vergleich von Orcin-Fémng (O) und Overlay-Assay (AB2-3)
deutlich. Es wurde eine komplexe Mischung von Gasglen aus humanen Granulozyten
angefarbt, die als Referenz diente. Die Orcin-Fagbweist allgemein Zuckerstrukturen nach,
wahrend Uber den Overlay-Assay spezifisch iso-CB7asd iso-CD75s-lI-Ganglioside,
IV3Neu5Ac-nLc4Cer bzw. VPNeu5Ac-nLc6Cer, angefarbt wurden. In den Normald un
Tumorgeweben der HCC-Patienten konnte mit dem @yekksay im Wesentlichen die
einfacheren Glykoform iso-CD75s-I nachgewiesen eerd

Aufgrund der unterschiedlichen iso-CD75s-I-Expressin normalem und malignem
Lebergewebe wurden die Patienten in vier Kategagiegeteilt (Tabelle 8.6). Dabei wurden
10,3% der Patienten aufgrund einer starken Ubeessjon in Tumorgewebe der Kategorie |
zugewiesen, 31,0% der Kategorie Il fir moderatereikaression, 20,7% der Kategorie Il fur
gleich bleibende und 37,9% der Kategorie Il furriregerte Expression. In Abbildung 4.20
(I-1V) sind beispielhaft iso-CD75s-Overlay-Assays feweils einen HCC-Patienten der vier

Kategorien dargestellt.
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Abbildung 4.20: DC-Overlay-Assay zum Nachweis vonso-CD75s-Gangliosiden in Tumor- (T)

und normalem Vergleichsgewebe. Rohlipidextrakte esprechend 2 mg Gewebegewicht wurden
parallel zueinander aufgetragen und mittels DC geennt. Iso-CD75s-I- und iso-CD75s-II-

Ganglioside wurden mit dem AB2-3 Antikérper nachgevesen. Die Patienten wurden aufgrund
ihrer Expressionsunterschiede in vier Kategorien eigeteilt: (I) hohe Uberexpression, (II)

moderate Uberexpression, (lll) keine/gleiche Expreson und (IV) verringerte Expression im

Tumorgewebe. Fur jede Kategorie sind die gefarbteRroben jeweils eines Patient exemplarisch
dargestellt. Als Referenz wurden Ganglioside aus manen Granulozyten eingesetzt und tber
eine Orcin-Farbung (O, 10 pg) und Overlay-Assay mitdem AB2-3-Antikorper (1,5 pg)

nachgewiesen.

Die Ergebnisse des iso-CD75s-Overlay-Assays wendekbbildung 4.21A in Form von
Box-Plot-Diagrammen veranschaulicht. Die Verteilulegy Expressionswerte in Normal- und
Tumorgewebe zeigen eine &hnliche zentrale Lage, aue dem Vergleich der Mediane
deutlich wird. Es konnte kein statistisch signifikar Unterschied im Expressionsniveau von
iso-CD75s-1 zwischen den Gewebetypen festgesteitden. Das deckt sich mit der
Beobachtung, dass der Median der Expressionsdifferdie als Mal3 fur die Veranderung
berechnet wurde, nahe Null liegt. Ahnlich wie zubei der CD75s-Expression kann jedoch
eine Zunahme in der Varianz der iso-CD75s-Expressfegl. Abbildung 4.18) im
Tumorgewebe festgestellt werden, was auf eine iolgete Deregulierung hinweist.
Tatséachlich korreliert die iso-CD75s-I-ExpressiarNormal- und Tumorgewebe mit der von
CD75s-I (p = 0,003 1 =0,392 bzw. P < 0,001:/= 0,650). Dagegen wurde keine Korrelation
zwischen der iso-CD75s-I-Expression in normalem matignem Gewebe gefunden.

Bei Uberprifung der iso-CD75s-I-Expression auf istische Zusammenhange mit
pathologischen Parametern wurde eine signifikamedfation mit dem Differenzierungsgrad
festgestellt (p = 0,0457¢= 0,317). In Abbildung 4.21B ist die iso-CD75s-Esgsion in HCC-
Gewebe gegen den Differenzierungsgrad G aufgetragenn drei Gruppen unterteilt wurde,
G1l, G2 und G>2. Es wird deutlich, dass das Exppassiveau von iso-CD75s-I mit

abnehmender Differenzierung der Tumorzellen steigt.
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Abbildung 4.21: (A) Box-Plot-Diagramme der iso-CD75-I-Expression in Normal- und
Tumorgewebe von 29 HCC-Patienten. Die Differenz isein MaR fiir die Anderung der iso-
CD75s-I-Expression mit Entartung des Gewebes und wde Uber die Subtraktion der
Expressionswerte des normalen vom malignen Gewebmes jeden Patienten erhalten. Die iso-
CD75s-I-Expression im HCC-Gewebe zeigt keine Veramadung des Expressionshiveaus
gegenuiber dem Vergleichsgewebe; dennoch besteht signifikanter Zusammenhang mit dem
Differenzierungsgrad der Tumorzellen (p = 0,045 % = 0,317) (B).

Von den iso-CD75s-immungefarbten Banden wurdenHiife der IR-MALDI-Technik
Massenspektren aufgenommen (Abbildung 4.22). Isg&3BGanglioside konnten in der
HCC-Gewebeprobe und in dem normalen Vergleichsgewsdvorzugt als [M+2Na-H]
lonen (dominierende Gangliosid-Spezies auch alersaie [M+Naj-lonen) nachgewiesen
werden. In den oberen Banden wurden iso-CD75s-Gmdg mit langkettigen C22- und
C24-Fettsauren detektiert. Dies sind *rl/c4Cer (d18:1, C22:0) mim/z 1646,92 bzw.
1646,93 sowie I¥hLc4Cer (d18:1, C24:1) und fdLc4Cer (d18:1, C24:0) min/z1672,92
und 1674,95 bzw. 1672,94 und 1674,95 in Normal- Tumhorgewebe (Abbildung 4.22A und
B). Die iso-CD75s-I-Spezies mit kurzer C16-Fettsau¥°nLc4Cer (d18:1, C16:0) miin/z
1646,92 konnte bei diesem Patienten dagegen ndmummorgewebe nachgewiesen werden.
Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen des Owé&daays, bei dem im Normalgewebe
nur eine immunpositive Bande gefarbt wurde (Abhiigl4.22C und D).
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Abbildung 4.22: (+) DC-IR-MALDI-o-TOF-Massenspektren von iso-CD75s-I-Gangliosiden aus
immungefarbten Banden. Spektren wurden von iso-CD7&positiven Banden der normalen (N)
und malignen (T) Lebergewebeproben des Patienten aufgezeichnet. 1so-CD75s-I-Ganglioside
mit unterschiedlichen N-Acylgruppen wurden nachgewiesen. M entspricht IV°3Neu5Ac-
nLc4Cer (d18:1, C24:1/C24:0), M IV>Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C22:0) und M IV°>Neu5Ac-
nLc4Cer (d18:1, C16:0).
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4.3 Expression von ST6GALL und ST3GAL6 in HCC

Die isomeren CD75s- und iso-CD75s-Ganglioside werndeder Zelle aus den gleichen
Vorlauferstrukturen gebildet. Im Fall von CD75sHAduiso-CD75s-I ist das Tetraosylceramid
nLc4Cer die gemeinsame Vorstufe, bei CD75s-Il usmtCD75s-Il das Hexaosylceramid
nLc6Cer. Die terminale Sialylierung dieser Grundlsturen stellt den letzten Schritt in der
Biosynthese dar und wird von Sialyltransferasemmittelt. Die a.2,6-Sialylierung von Typ 2-
Ketten wird von der-Galaktosida2,6-Sialyltransferase | (ST6Gall) katalysiert. Segzt
aktivierte Neuraminsaure CMP-Neu5Ac und Typ 2-Lakiaine in CD75s-Strukturen um
(Weinsteinet al. 1982). Die p-Galaktoside-2,3-Sialyltranferase VI (ST3GAL6) nutzt die
gleichen Substrate, vermittelt jedoch die Bindumg2,3-Konfiguration, so dass iso-CD75s-
Strukturen entstehen (Okajineial. 1999).

Mit Hilfe der QRT-PCR wurde die Expression beideal@transferasen in Tumor- und
normalem Vergleichsgewebe von 30 HCC-Patientenrsuntbt und mit der Expression der

entsprechenden Ganglioside verglichen.
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Abbildung 4.23: Box-Plot-Diagramme der Sialyltranstrase-Expression in HCC. (A) Uber
QRT-PCR bestimmte relative Expression von ST6GAL1 nd ST3GAL6 in Normal- und

Tumorgewebe von 30 HCC Patienten. Die Werte fir diST6GAL1 und ST3GALG-Expression
wurden jeweils zum gemeinsamen Minimalwert aus Norml- und Tumorgewebe in Relation
gesetzt. Die Expression von ST3GAL6 in beiden Gewelypen unterscheidet sich signifikant
(p = 0,003). (B) Box-Plot-Diagramme der Faktoren, m die sich die Expression von ST6GAL1
und ST3GALG in normalem und malignem Lebergewebe &fert.

Relative ST6GAL1- und ST3GAL6-Expressionswerte jésvdlr das Normal- und
Tumorgewebe sind als Box-Plot-Diagramme in Abbilgiuh.23A dargestellt. Abbildung
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4.23B zeigt die Expressionsadnderung der beidenyl8aisferasen in logarithmischer
Auftragung. Als MaR der Anderung wurde der Faktarechnet, um den sich die
Genexpression im Tumorgewebe im Vergleich zu demommalen Gewebe unterscheidet.
Beide Sialyltransferasen weisen tendenziell eimingere Expression in HCC-Gewebe auf;
dies ist jedoch nur im Fall von ST3GALG6 statistisignifikant (p = 0,003). Etwa 75% aller
Patienten zeigen eine Verringerung der ST3GAL6G-Esgion mit maligner Transformation
(Abbildung 4.23B). Die ST3GAL6-Expression schgedoch schwach reguliert zu werden,
da sie im Mittel nur um den Faktor 2 verringert ist
Weder die ST6GAL1- und ST3GAL6-Expressionswertehndas Maf ihrer Anderung

konnte mit pathologischen Werten wie der Tumoralisdag pT, dem Differenzierungsgrad
G und dem Zirrhose-Status in Zusammenhang gebvaatilen. Zwischen der Expression der
Sialyltransferasen und dem Expressionsniveau despethenden Ganglioside wurde

ebenfalls keine Korrelation festgestellt.
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4.4 Serum-GSL von Pankreasadenokarzinom- und Magenk  arzinom-
Patienten

Die Identifizierung von Biomarkern in Blut bzw. Sen ist von besonderer Bedeutung, da
diese Flussigkeiten durch nicht-invasive Eingrifieaktisch jederzeit und ohne grol3en
operativen Aufwand zuganglich sind. Bei Kenntnisnv&erummarkern waren somit
regelmaflige Routinediagnosen denkbar, die poténtzeErkennung von Krebserkrankungen
in Frihstadien ermoglichen wirden. Dies ware besendbei Tumoren des
Gastrointestinaltrakts winschenswert, die erst paten Stadien signifikante Symptome
verursachen. Auch eine Rolle von Serummarkern im @defklarung der genauen
Krankheitsurache bei unspezifischer Symptomatile, ldiufig bei Gastrointestinaltumoren
vorliegt, ist denkbar.

Wie in Kapitel 1.2.6 beschrieben, werden GSL volliedein den extrazellularen Raum
freigesetzt. Tumorzellen scheinen dies sogar idledr Rate zu tun, so dass insbesondere aus
Tumoren stammende Ganglioside im Blutstrom nachgsevi wurden. Sie sind somit
potenzielle Tumor-assoziierte Strukturen mit digjischem Potential.

Im Folgenden wird die Untersuchung von Serum-GSls adagenkarzinom- und
Pankreasadenokarzinom-Patienten beschrieben. Daatdeweine Extraktionsmethode
entwickelt, die eine massenspektrometrische Chariglérung von Serum-GSL und die
Analyse mit Hilfe von DC-Overlay-Assays erlaubt. tMiilfe einer adaptierten Overlay-
Assay-Mehrfachfarbung wurden hoch komplexe Serumglgzside als potenzielle
Tumormarker in Serum von Magenkarzinom- und Pardagenokarzinom-Patienten

untersucht.

4.4.1 Entwicklung einer Extraktionsmethode fiir Seru m-GSL

Eine Prozedur zur Extraktion von GSL aus kleinerduvona (300 pl) humanen Serums
wurde entwickelt. Eine Ubersicht des Arbeitsablasifsn Abbildung 4.24 dargestellt. Bei der
Extraktion wurden grof3e Losungsmittelvolumina undeegroRe Anzahl von Gefal3en
vermieden, um den Verlust von GSL durch Adsorp#darOberflachen zu minimieren.

Anstatt einer Flussig-Flussig-Extraktion im Zweipbasystem, z.B. der klassischen
Methoden nach Folch (Folat al. 1957) oder Bligh und Dyer (Bligh & Dyer 1959), wdear

ein Einphasensystem eingesetzt. Dazu wurden dieunfeoben Iyophilisiert, um
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anschlieBend mit einem Ldsungsmittelgemisch bestelaeis Chloroform/Methanol/Wasser
(30/60/8) (v/iviv) extrahiert zu werden. Die Lyoldation ermoglicht das Arbeiten mit

kleinen Volumina bei definiertem geringen Wassez#itn Extraktionsgemisch. Bei diesem

Schritt wurden Proteine, Peptide, Metabolite undseleiedene Salze prazipitiert und nach
Zentrifugation abgetrennt. Um eine mdglichst valetige Ausbeute an GSL zu erzielen,
wurde der prazipitierte Rickstand ein weiteres Mélgleiche Weise nachextrahiert.

Serum

Lyophilisation
I

Lyop‘hilisat
Y Salze
\

prazipitierte Proteine,

Extraktion - Peptide, Metabolite,
Uberstand
PLC-Verdau

/

Verdau

———— > Metabolite, Salze

RP-Reinigung L = Neutrale Lipide
Polare Lipide

= Rest neutraler Lipide

— Fraktion 1:
Silika- MHC, LacCer, Gb3Cer,

. GbA4Cer, P
Fraktionierung Fraktion 2

LacCer, Gb3Cer, Gb4Cer,
GM3, PI

— Fraktion 3:
GM3, komplexe Ganglioside

—» Fraktion 4:
hoch komplexe Ganglioside,
Spuren von PC und LPC

Abbildung 4.24: Arbeitsablauf der Extraktion und Fr aktionierung von GSL aus Serum.

Bei dieser Prozedur wurden die Gesamtlipide aus 8emm isoliert. Dabei handelt es
sich um (i) neutrale Lipide, wie z.B. Triacylglyme, Diazylglyzeride, Monoacylglyzeride,
Cholesterin und Cholesterinester; (i) Phosphoépidauptsachlich Phosphatidylcholin (PC),
Sphingomyelin (SM), lyso-Phosphatidylcholin (LP@hosphatidylethanolamin (PE) und
Phosphatidylinositol (P1) und (iii) neutrale GSL duGanglioside. Da neutrale Lipide und
Phospholipide im Vergleich zu GSL in einem groRebefschuss vorliegen, stellen sie
Matrixsubstanzen dar, die bei der Analyse der Gi®tea. Die Mehrheit der Phospholipide
wurde durch einen Phospholipase-Verdau abgereichert
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Dabei wurde die Phospholipase C &&illus cereusingesetzt, die die Mehrheit der in
Serum vorhandenen Phospholipide zu Diacylglyzergeth Phosphatsalzen abbaut. Im Fall
von Sphingomyelin, das auch gespalten wird, ent$teies Ceramid und Phosphocholin.

Die Produkte des enzymatischen Verdaus und auckidgesetzten Puffer-Salze wurden
Uber eine stationare Phase mit Umkehrphasenmatenaden GSL getrennt. Dabei wurde
der wassrige Verdau-Ansatz direkt aufgetragen.eShlmden nicht an die C18-Phase und
wurden durch ausgiebiges Waschen entfernt. Mit Bleth einem Losungsmittel mittlerer
eluotroper Starke, wurden bevorzugt polare Lipitieeet, wahrend neutrale Lipide auf der
Saule verblieben. GSL aus der Fraktion der poldipide wurden weiter auf einer Silika-
Séaule Uber eine schrittweise Elution fraktioni&@8L eluierten mit steigender Polaritat. Dabei

wurden vier GSL-haltige Fraktionen erzeugt, die d&-Analyse zugefuhrt wurden.

4.4.2 MS-Charakteriserung von Serum-GSL

Die erhaltenen Serum-GSL-Fraktionen wurden mit édifon nanoESI-QTOF-MS
untersucht. In den Spektren der Fraktionen 1 undingl im Wesentlichen lonen von
einfachen, neutralen GSL von MonohexosylceramidsnTketraosylceramiden enthalten. In
den Fraktionen 3 und 4 dominieren Ganglioside, d&lweise sehr komplexe
Glykanstrukturen aufweisen.

Ein (+)nanoESI-QTOF-Massenspektrum der Fraktiorst2an Abbildung 8.1 dargestellt.
Die entsprechende Peakliste ist in Tabelle 8.7 indeh. Es wurden neutrale GSL als
Natrium-Addukte detektiert, die in MS/MS-Experimentcharakterisiert und GlcCer, LacCer,
Gb3Cer, Gb4Cer und nLc4Cer zugeordnet wurden (Soetal. 2010). Dabei weist nLc4Cer
allerdings nur einen geringen Anteil auf.

In Abbildung 4.25 ist ein Negativionenspektrum &eaktion 3 dargestellt. Diese Fraktion
weist ein breites Spektrum von Gangliosid-lonen, alié praliminar der Ganglio- und
Neolakto-Serie zugeordnet werden konnten. Gangdkgoswurden hauptsachlich als
deprotonierte Molektle detektiert. Eine vollstarediuflistung der Gangliosid-lonen dieses
Spektrums ist in Tabelle 8.8 zu finden.

Als einfachste aber dominierende Spezies wurde Cdé8ktiert, das eine grol3e
Bandbreite an Lipoformen von GM3 (d18:1, C14:0) miz1123,70 bis GM3 (d18:1, C25:0)
mit m/z1278,85 zeigt. Es wurden ebenfalls mehrfach seatg Ganglioside mit bis zu drei
Sialinsauren detektiert. Aufgrund der Zusammensgjzinrer Glykane wurden sie den
Gangliosiden GM2, GD3, GD1 und GT1 zugeordnet (Vghelle 8.8).
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Eine Serie von lonen mit Masseninkrementen von WB68eutet auf eine Reihe
monosialylierter Ganglioside hin, deren Grundstwodh sich wahrscheinlich unN-
Acetylaktosamin (LacNAc)-Einheiten verlangern. Zaséh konnen diese Ganglioside mehre
Desoxyhexosen, hdochstwahrscheinlich Fukosen, asémewas durch einen Massenzuwachs
von 146 u gekennzeichnet wird. Diese Gangliosidedem tentativ der Neolakto-Serie
zugeordnet und besitzen teilweise aulRerst komplexeare Glykanstrukturen. So konnten
lonen beim/z3415,47 detektiert werden, die auf ein monosiaitdis, dreifach fukosyliertes
Gangliosid mit Dodecasaccharid-Grundstruktur, NewbAg-nLc1l2Cer (d18:1, C16:0),
hinweisen.

In dem Spektrum dominieren Lipoformen mit kurzkggtaN-Acylgruppen. Dies trifft vor
allem auf Ganglioside der Neolakto-Serie zu. Setmpdexe Ganglioside ab nLc8Cer als

Grundstruktur wurden ausschlie3lich mit C16:0-Fetten nachgewiesen.
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Abbildung 4.25: (-) nanoESI-QTOF-Massenspektrum vonhumanen Serumgangliosiden. Die
eingesetzten Gangliosidmengen entsprechen dem Gehal 30 pl Serum. Ganglioside wurden
bevorzugt als [M-H]-lonen detektiert. Eine vollstandige Auflistung aler GSL-lonen findet sich
in Tabelle 8.8.
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4.4.3 Mehrfachfarbung hoch komplexer Serumgangliosi de

Mit Hilfe der DC-Overlay-Assay-Technik wurden dieroRle hoch komplexer
Serumganglioside von je 40 Patienten mit Pankresmsdcrzinomen und Magenkarzinomen
untersucht und mit denen einer Kontrollgruppe besid aus 20 Individuen verglichen.

Dazu wurden die Gangliosid-haltigen Fraktionen 2,uldd 4 vereinigt, in Mengen
entsprechend 60 pul Serum auf DC-Platten aufgetragenmit Laufmittel 3 fiir hochpolare
Ganglioside getrennt. Ganglioside mit CD75s-, CD1lhad iso-CD75s-Determinanten
wurden mittels Overlay-Assay-Mehrfachfarbung in idetappen in dieser Reihenfolge
nachgewiesen (Abbildung 4.26). Die erste Farbungdesmit dem polyklonalen Anti-CD75s
Antikorper (AB2-6) und dem Fast Red-Detektionssysteurchgefiihrt und die zweite
Farbung mit dem monoklonalen Anti-CD15s-AntikorgeBLEX-1 und BCIP als Substrat.
Bei der dritten Farbung wurde dddaackia amurensisAgglutinin (MAA) und das
NBT/BCIP-Detektionssystem eingesetzt (AbbildungoAR

Durch die Auftragung von Probenmengen entsprechkoustanter Serumvolumina
konnten mittels Densitometrie relative Konzentna¢éio der Serumganglioside bestimmt
werden (Abbildung 4.26B).

Im Folgenden werden die detektierten Strukturermnr itveStrukturmotiv und der Nummer,
die sich aus der Reihenfolge ihrer chromatograpleiscMobilitat ergibt, bezeichnet, z.B.
,CD15s-7".
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Abbildung  4.26: Erstellung von  Serumgangliosidprofien  fir  Patienten  mit
Pankreasadenokarzinomen (Pa) und Magenkarzinomen (&) sowie fur Individuen einer
Kontrollgruppe (Ko). (A) DC-Overlay-Assay-Mehrfachfarbung von Gangliosiden aus 60 pl
Serum. CD75s-Ganglioside wurden im ersten (rot), CIbs-Ganglioside im zweiten (blau) und
iso-CD75s-Ganglioside im dritten Assay (schwarz) mhgewiesen. (B) Mittels Densitometrie
bestimmte spezifische Chromatogramme der einzelnefrarbungen. Die Bezeichnung der
erhaltenen Signale erfolgt Gber ihre Nummerierung m der Reihenfolge der
chromatographischem Mobilitat. Als Referenz wurde e Fraktion von polaren Gangliosiden
aus humanen Granulozyten eingesetzt (JM07/7-3, 249).

4.4.4 Strukturelle Charakterisierung Overlay-Assay-  detektierter
Serumganglioside

Zur Aufklarung der Strukturen der Overlay-Assayeaiéierten Serumganglioside wurden
DC-Bahnen uber die IR-MALDI-0-TOF-MS im Abtastmodustersucht. Hierfur wurden
Spektren in Kkleinen, regelmaligen Schritten entlager mehrfach gefarbten Bahn

aufgenommen.
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Abbildung 4.27: (-) DC-IR-MALDI-o-TOF-MS im Abtastm odus. Massenspektren wurden in
regelmafligen Abstanden entlang einer Bahn mit mehach DC-Overlay-Assay-gefarbten
Serumgangliosiden aufgenommen. Auf der Bahn wurde®Ganglioside aus 150 yl Serum eines
Kontroll-Patienten aufgetrennt. Signale von Ganglisiden der Neolakto-Serie sind blau
gekenzzeichnet, die der Ganglio-Serie und von GM3owie GD3 in rot. Eine vollstandige
Auflistung der detektierten Ganglioside findet sichin Tabelle 8.8.

Die Ergebnisse eines solchen Experiments sind ifilddling 4.27 dargestellt, wo
Laufh6he gegemn/z aufgetragen wurde. Die fur diese Bahn aufgetraggaegliosidmenge
entstammt aus 150 pl Serum eines Krebs-freien Spenddie Ganglioside wurden
entsprechend dem im vorherigen Kapitel eingefihReotokoll getrennt und per Overlay-
Assay-Mehrfachfarbung detektiert. Mit der DC-MALDEchnik wurde eine Vielzahl von
Gangliosidionen detektiert, die hauptsachlich dangio- und Neolakto-Serie zugeordnet
werden konnten. Das nachgewiesene Gangliosidpdeftkt sich grof3tenteils mit dem der
direkten nanoESI-QTOF-MS-Messung (vgl. Abbildung?5). In Tabelle 8.8 sind alle
Gangliosidspezies des DC-MALDI-MS- (Abbildung 4.2@pd des nanoESI-QTOF-MS-
Experiments (Abbildung 4.25) aufgelistet.
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Einen tieferen Einblick in die Struktur der nachgesenen Ganglioside ermdglicht die
Kombination der Informationen aus Overlay-Assay Whassenspektrometrie. Dies wird in
Abbildung 4.28 gezeigt. Es wurden sogenannte Idmemsatogramme fur Gangliosid-lonen
erstellt. Dabei wurde die Intensitat flr bestimmmi denen Ganglioside zugeordnet wurden,
gegen die Migrationsdistanz aufgetragen. Uber Katiom konnen Signale der
lonenchromatogramme denen der Overlay-Assay-Mdhiiddoung zugewiesen werden. In
Abbildung 4.28 wurden lonenchromatogramme fur maigierte Ganglioside mit
vermuteten nLc4Cer- (A), nLc6Cer- (B), nLc8Cer- (Dj)Lcl0Cer- (E) und nLcl2Cer-
Grundstrukturen (F) aufgetragen. Sie zeigen stakarelationen mit Signalen des
entsprechenden Mehrfach-Overlay-Assays gegen CDT3315s und iso-CD75s (vgl.
Abbildung 4.26).

Isomere CD75s- und iso-CD75s-Ganglioside

Uber die Kombination von Overlay-Assay- und MS-Daveurden Molekiilstrukturen fir
die Signale des Serumgangliosidprofils vorgescia@Eabelle 4.3). Dabei wurden viele
isomere Strukturen identifiziert. Dies betrifft CBS und iso-CD75s-Ganglioside jeweils
abgeleitet von nLc4Cer und nLc6Cer-Grundstruktur@rese wurden Uber DC-Trennung
raumlich aufgeldst, wie auch aus den lonenchromatomen von [¥nLc4Cer (d18:1,
C16:0) und I\V’nLc4Cer (d18:1, C16:0) miin/z 1516 (Abbildung 4.28A) und VhLc6Cer
(d18:1, C16:0) und VhLc6Cer (d18:1, C16:0) mim/z 1881 (Abbildung 4.28B) zu
entnehmen ist. Uber Korrelation mit den CD75s- uso-CD75s-Signalen der Overlay-
Assays konnte die Konfiguration der terminalen Meunsaure bestimmt werden. Es zeigt
sich, dass CD75s-Ganglioside eine geringere chiagraphische Mobilitdt besitzen und im
lonenchromatogramm bei geringeren Distanzen det¢ktverden als ihre2,3-sialylierten
Isomere.

Uber die DC-MS Methode wurde festgestellt, dast slas Spektrum der CD75s- und
iso-CD75s-Ganglioside in verschiedenen Aspektenersobheidet. So weichen sie
beispielsweise in den Profilen ihrer Grundstruktuveneinander ab. CD75s-Determinanten
treten hauptsachlich auf Gangliosiden mit kleineo4a und nLc6-Glykangrundstrukuren auf.
Im Vergleich dazu konnte das iso-CD75s-Motif auih@#siden nachgewiesen werden, die
sowohl nLc4- und nLc6- als auch nLc8- bis nLcl2u@strukturen besitzen. Zudem zeigen
die isomeren Ganglioside eine unterschiedlicheskatezusammensetzung des Ceramidteils.
Im Gegensatz zu CD75s-Gangliosiden weisen iso-Cidigylioside Uber kurzkettige C16-
N-Acylgruppen hinaus auch langerkettige C18-, CZIR2- und C24N-Acylgruppen auf,
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was besonders ausgepragt bei den nLc4Cer-Gangiosidftritt (vgl. Abbildung 4.28A und
B sowie Tabelle 4.3: iso-CD75svs.CD75s-2).

Isomere fukosylierte Ganglioside

Auch auf Basis der differenziellen Fukosylierung nkén isomere Strukturen
unterschieden werden. Komplexe Ganglioside mit éan@ligosaccharidketten kénnen in
unterschiedlichem Grad und an unterschiedlichenitiBosn fukosyliert sein. Uber die
Verwendung des CSLEX-1-Antikérpers wurden spedifidokosylierte Ganglioside mit
CD15s-Determinanten, die eine Fukoseaih3-Konfiguration am subterminalen GIcNAc
besitzen, nachgewiesen. Zusatzlich wurden mit d&ANrarbung fukosylierte iso-CD75s-
Ganglioside detektiert, die aufgrund der Bindunggggat von MAA hochstwahrscheinlich
interne Fukosen besitzen.

Ein Beispiel fur diese Isomere sind monofukosyiertmonosialylierte nLc8Cer-
Ganglioside, die eine sehr &hnliche Laufhohe awd®rei Das lonenchromatogramm in
Abbildung 4.28D zeigt fur das entsprechenae 2393 nur ein Signal. Ein Vergleich mit den
Chromatogrammen des Overlay-Assays in Abbildun@@.2eigt jedoch, dass mindestens
zwei unterschiedliche Glykoformen vorliegen miiss€@15s-Ganglioside, VIfNeu5Ac-
VI1®Fuc-nLc8Cer (d18:1, C16:0), und intern fukosyliektéll >°NeuSAc-Fuc-nLc8Cer (d18:1,
C16:0), bei denen die genaue Position der Fukasylgeunbekannt bleibt (vgl. Tabelle 4.3:
CD15s-7 und iso-CD15s-5). Dabei zeigen die CD15sgBaside eine geringere Mobilitat
bei der DC, was jedoch bei dem eingesetzten Sysieht fir eine vollstandige Trennung
dieser Strukturen reicht.

Fur 16 der insgesamt 19 Overlay-Assay-detektieBerumganglioside konnten lber die
MS-Messungen keine Strukturen abgeleitet werdersnAlomen bilden die mit CD15s-10,
CD15s-12 und iso-CD75s-12 bezeichneten Gangliogidsbildung 4.26; Tabelle 4.3).

Im Fall von CD15s-10 liegt die Nachweisgrenze deS-Werfahrens offensichtlich unter
der des Overlay-Assays. Jedoch konnte auf einen Bahder Referenzgangliosidmischung
aus humanen Granulozyten®Neu5Ac-IX*Fuc-Fue-nLc10Cer (d18:1, C16:0) mim/z
3050,46 in einer CD15s-positiven Bande gleicherflhdne detektiert werden (Tabelle 8.9).
Es wird angenommen, dass diese Struktur auch iom&eorliegt.

Bei CD15s-12 und iso-CD75s-12, die nur in Serumhgawiesen wurden handelt es sich
wahrscheinlich um extrem polare Ganglioside mit r@istrukturen groéfRer als nLcl2Cer.
Aufgrund der geringen Laufstrecke ist jedoch niklatr, ob aufgetrennte Einzelsubstanzen

vorliegen. Eine genauere Strukturzuweisung istdait erhobenen Daten nicht mdglich.
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Abbildung 4.28: Strukturaufklarung von Serumgangliosiden durch Kombination von DC-
Overlay-Assay-Mehrfachfarbung und DC-IR-MALDI-o-TOF MS. lonenchromatogramme von
Gangliosiden mit nLc4Cer- (A), nLc6Cer- (B), nLc8Ce- (D), nLcl10Cer- (E) und nLcl2Cer-
Grundstruktur (F) (vgl. Abbildung 4.27) werden mit CD75s-, CD15s- und iso-CD75s-Signalen
aus Overlay-Assay-Chromatogrammen (C) der gleicheBahn korreliert (vgl. Abbildung 4.26).
Eine Auflistung der zugeordneten Ganglioside mit Stkturvorschlagen ist in Tabelle 4.3
gegeben.
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Tabelle 4.3: Zuordnung von Gangliosid-Strukturen zu Signalen der Overlay-Assay-
Mehrfachfarbung von Serumgangliosiden. Strukturvorshlage basieren auf DC-IR-MALDI-MS
Daten (DC-MS) in Kombination mit Strukturinformatio n des Overlay-Assays (vgl. Abbildung
4.28).

Signal m/z m/z
Overlay- Strukturvorschlag (DC-MS)®  (theoret
Assay
IV®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0) 1516,84 1516,84
CD75s-2 IV ®Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C18:0) 1544,88 1544,87
.. V’NeuSAc-nLcdCer (d18:1,C20:0) 157204 . 1572,90
CD75s-4 VPNeu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C16:0) 1881,98 1881,97
CD15s-6 VIIENeu5Ac-VIFFuc-nLc8Cer (d18:1, C16:0) 2393,20 2393,16
CD15s-7 VIIFNeu5Ac-VIPFuc-Fuc-nLc8Cer (d18:1, C16:0) 2539,22 2539,22
CD15s-9 ¥Neu5Ac-I1X®Fuc-Fuc-nLc10Cer (d18:1, C16:0) 2904,43 2904,35
CD15s-10  X®Neu5Ac-IXFuc-Fug-nLc10Cer (d18:1, C16:0) - -
CD15s-11 XI#Neu5Ac-XPFuc-Fug-nLc12Cer (d18:1, C16:0) 3415,52 3415,54
CD15s-12 ? - -
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C14:0) 1488,80 1488,81
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C15:0) 1502,82 1502,82
IV 3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:1) 1514,82 1514,82
IV 3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C16:0) 1516,84 1516,84
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C18:1) 1542,86 1542,85
IV 3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C18:0) 1544,87 1544,87
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C20:1) 1570,87 1570,88
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C20:0) 1572,89 1572,90
is0-CD755-1 IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C21:0) 1586,92 1586,92
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C22:1) 1598,91 1598,92
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C22:0) 1600,93 1600,93
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C23:1) 1612,92 1612,93
IV 3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C23:0) 1614,94 1614,95
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:2) 1624,94 1624,93
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C24:1) 1626,95 1626,95
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C25:1) 1640,98 1640,96
IV 3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, h24:1) 1642,95 1642,94
IV3Neu5Ac-nLc4Cer (d18:1, C25:0) 1642,96 1642,98
VI*Neu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C16:1) 1879,94 1879,95
VI*Neu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C16:0) 1881,97 1881,97
iso-CD75s-2 VI*Neu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C18:0) 1910,01 1910,00
VI*Neu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C22:0) 1966,03 1966,06
VI*Neu5Ac-nLc6Cer (d18:1, C24:1) 1992,09 1992,08
iso-CD75s-3  VIIfNeu5Ac-nLc8Cer (d18:1, C24:1) 2247,11 2357,21
iso-CD75s-4  VIIfNeu5Ac-nLc8Cer (d18:1, C16:0) 2357,22 2247,10
iso-CD75s-5  VIIfNeu5Ac-Fuc-nLc8Cer (d18:1, C16:0) 2393,17 2393,16
iso-CD75s-7  XNeu5Ac-nLc10Cer (d18:1, C16:0) 2612,21 2612,23
is0-CD75s-8  XNeu5Ac-Fuc-nLc10Cer (d18:1, C16:0) 2758,26 2758,29
is0-CD75s-9  XNeu5Ac-Fug-nLc10Cer (d18:1, C16:0) 2904,35 2904,35
iso-CD75s-10  XfiNeu5Ac-Fuc-nLc12Cer (d18:1, C16:0) 3123,40 3123,42
iso-CD75s-11  XfNeu5Ac-Fue-nLc12Cer (d18:1, C16:0) 3269,55 3269,48

iso-CD75s-12 ? - -

2 monoisotopischen/z-Werte der [M-H]-lonen; abgeleitet von Referenzgangliosiddabelle 8.9.
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4.4.5 Statistische Auswertung

Die mittels DC-Overlay-Assay-Mehrfachfarbung besttan Serumgangliosidprofile der
Patientenkollektive wurden statistisch ausgewelfst. wurde nach Gangliosiden gesucht,
deren relative Konzentrationen entweder mit ders&a eines Tumors oder auch mit

pathologischen Parametern der Erkrankung in Vetrigdtehen.

4.4.5.1 Serumganglioside und Magenkarzinome

Assoziation mit maligner Transformation

Beim Vergleich der Serumgangliosidprofile von Pt der Magenkrebs- und der
Kontrollgruppe konnten keine Strukturen festgestelerden, die spezifisch nur in einer
Gruppe auftraten. Die Ganglioside, die identifiziwurden, treten demnach sowohl in Serum
von gesunden, als auch Krebspatienten auf.

Es zeigten sich jedoch signifikante Unterschiededém Konzentrationen von CD15s-9
(p =0,033) und iso-CD75s-1 (p=0,010) (vgl. Tébe#.3), die beide in Serum von
Magenkrebs-Patienten mit verringerten Konzentratoauftreten. Box-Plot-Diagramme, die
die Verteilungen der Gangliosidkonzentrationen énug der Kontrollgruppe und der Gruppe

der Magenkarzinom-Patienten veranschaulichen,isi#dbildung 4.29 dargestellt.
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Abbildung 4.29: Box-Plot-Diagramme der Gangliosid-kKonzentrationen von CD15s-9 und iso-
CD75s-1 in Seren von Magenkarzinom-Patienten (Ma)N = 40) und der Kontrollgruppe (Ko)
(N = 20). Beide Ganglioside zeigen eine Reduktioreibden Krebspatienten (CD15s-9, p=0.033;
is0-CD75s-1, p=0.010)
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Assoziation mit der GroRe des Priméartumors

Durch den Parameter pT wird die Ausdehnung des&tumors in der Magenschleimhaut
und dartber hinaus beschrieben (Tabelle 1.2). O&egrder Wert von pT um so gréf3er und
invasiver der Tumor. Magenkarzinom-Patienten wurdenand ihrer Tumorausdehnung in 5
Gruppen eingeteilt und Unterschiede in ihren Gasgliprofilen untersucht. Dabei wurde ein
hoch signifikanter Zusammenhang zwischen der Seonzgatration des Gangliosids CD15s-
12 und pT gefunden (p = 0,004 £ -0,360). Wie Abbildung 4.30 zu entnehmen istksdie
CD15s-12-Konzentration im Serum mit zunehmenderd&bsung des Primartumors. Dabei
ist sie bei geringer Ausdehnung des Tumors nochdeaf Niveau der Kontrollgruppe. Bei
Patienten mit pT3- und pT4-Tumoren ist die Serunzkotration von CD15s-12-
Gangliosiden im Vergleich zur Kontrolle signifikamérringert (p = 0,045 bzw. p = 0,011).
Gleichgerichtete Trends wurden auch bei den hoeheolGangliosiden iso-CD75s-8 bis -12
und CD15s-9 und -10 festgestellt. Diese waren jedocht statistisch signifikant.
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Abbildung 4.30: Box-Plot-Diagramme der CD15s-12-Gagliosidkonzentrationen im Seren von
Magenkarzinom-Patienten in Abhangigkeit von der Augslehnung des Primartumors pT (vgl.
Tabelle 1.2). Der stetige Zusammenhang zwischen d€&D15s-12-Konzentration und pT ist
signifikant (p = 0,004 /T =-0,360). Stadien mit signifikant verringerten Seimkonzentrationen
im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ko) sind eingezeidnet.

Assoziation mit dem Metastasierungs-Status

Auch der Einfluss von Lymphknotenmetastasen auf dienzentrationen von
Serumgangliosiden wurde untersucht. Das Auftreterd wulie Anzahl von regionalen
Lymphknotenmetastasen wird durch den Parameter msSchbieben (Tabelle 1.2).

Magenkarzinom-Patienten wurden aufgrund von N ier Bruppen eingeteilt: NO, keine
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Lymphknotenmetastasen; pN1, bis zu 6; pN2, bis Zuudd pN3 mehr als 15 regionale
Lymphknotenmetastasen.

Insgesamt vier der untersuchten Serumgangliosiderelierten mit dem Ausmald der
lymphogenen Ausbreitung der Krebserkrankung. Died €D15s-10 (p = 0,0437= 0,256),
iIso-CD75s-1 (p = 0,003 7=0,372), iso-CD75s-3 (p = 0,044: £ 0,252) und iso-CD75s-5
(p = 0,036 &£ =0,263). Die Verteilungen der Gangliosidkonzeimtreen in Abh&ngigkeit von
pN und die entsprechenden Verteilung in der Kolgroppe sind in Abbildung 4.31 in Form
von Box-Plot-Diagrammen dargestellt. Alle vier Gingjde zeigen den gleichen Trend. lhre
Konzentrationen steigen mit der Prasenz und dealnder Metastasen. Dabei befinden sich
bei der pNO- und pN1-Gruppe die Konzentrationen @@15s-10 und iso-CD75s-1 teilweise
signifikant unter dem entsprechenden Niveau dertidtigruppe (Abbildung 4.31A und B)
und steigt bei pN2 auf Normalniveau. Bei iso-CD358nd iso-CD75s-5 (Abbildung 4.31C
und D) befinden sich die Konzentrationen in der gBl0ppe ebenfalls unter dem Niveau der
Kontrollgruppe, steigen aber bis zur pN2-Gruppeheiiber das Normalniveau.

Die pN3-Gruppe beinhaltet nur ein Individuum unddementsprechend statistisch wenig

reprasentativ.
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Abbildung 4.31: Box-Plot-Diagramme der Konzentration von CD15s-10 (A), iso-CD75s-1 (B),
is0-CD75s-3 (C) und iso-CD75s-5 (D) im Seren von Mankarzinom-Patienten in Abhangigkeit
von der Existenz und der Anzahl von regionalen Lympknotenmetastasen pN (vgl. Tabelle 1.2).
Der stetige Zusammenhang zwischen den Gangliosidkoentrationen und N ist signifikant
(CD15s-10, p=0,043 £=0,256; iso-CD75s-1, p=0,0037=0,372; iso-CD75s-3, p=0,044 /
t=0,252 und iso-CD75s-5, p=0,036 ¥=0,263). Stadien mit signifikant verschiedenen
Serumkonzentrationen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ko) sind eingezeichnet.

Untersuchungen auf Korrelation von Serumgangliosidientrationen mit der Prasenz von
Fernmetastasen, dem Differenzierungsgrad der Twhenzund dem UICC-Tumorstadium

ergaben keine signifikanten Zusammenhange.

4.4.5.2 Serumganglioside und Pankreaskarzinome

Assoziation mit maligner Transformation

Analog zu den Serumgangliosidprofilen des Magenkam-Kollektivs wurden auch die
des Pankreasadenokarzinom-Kollektivs mit der Kdiginoppe verglichen. Dabei zeigte sich
eine signifikant erhodhte iso-CD75s-5-Konzentratiam Kollektiv der Krebspatienten
(p = 0,044) (Abbildung 4.32).
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Abbildung 4.32: Box-Plot-Diagramme der Konzentratimmen von iso-CD75s-5-Gangliosiden in
Seren von Pankreasadenokarzinom-Patienten (Pa, N49) und der Kontrollgruppe (Ko, N = 20).
Die Gangliosidkonzentration ist im Serum der Krebsptienten signifikant erhéht (p = 0,044).

Assoziation mit der Gro3e des Primartumors

Bei der Untersuchung der GangliosidkonzentratiomeWerbindung mit pathologischen
Parametern wurde eine Verbindung zwischen der Ausdey des Primartumors pT und den
Serumkonzentrationen von CD15s-10, CD15s-11, COP5siso-CD75s-5, iso-CD75s-9,
iIS0-CD75s-10 und iso-CD75s-11 festgestellt (entdprrde Strukturen in Tabelle 4.3). In
Abbildung 4.33 sind die Konzentrationsverteilungikeser Ganglioside in Abhangigkeit von
pT als Box-Plot-Diagramme dargestellt. Die Konzatitmen dieser Ganglioside zeigen
signifikant, inverse Korrelationen mit der Tumordeknung, d.h., dass ihre Konzentrationen
mit zunehmender Gro3e und Invasivitdt des Tumarkesi (iso-CD75s-5, p = 0,006t/= -
0,344; iso-CD75s-9, p = 0,018 £ -0,297; iso-CD75s-10, p = 0,046 # -0,251; iso-CD75s-
11, p=0,013 A =-0,314; CD15s-10, p =0,021t/=-0,291; CD15s-11, p = 0,031t/= -
0,271; CD15s-12, p = 0,03G £~ -0,273).

Dabei zeigen Patienten im Fruhstadium der Krankh@ll und pT2, gegenuber der
Kontrollgruppe generell ein erhdhtes Niveau, dash sstellenweise sogar signifikant
unterscheidet, wie z.B. in Abbildung 4.33 im Falviso-CD75s-5 (A), iso-CD75s-9 (B) und
iso-CD75s-11 (D). Die Konzentrationen sinken ablgeanein auf Subnormalniveau bei
Patienten mit pT3. Die pT4-Gruppe beinhaltet ladigleinen Patienten, der entgegen dem
Trend Uberdurchschnittlich hohe Gangliosidkonzéitingn aufweist. Da es sich jedoch bei
diesen Einzelwerten um mogliche Ausreiler handelhn keine statistisch zuverlassige

Aussage Uber das Verhalten dieser ,Gruppe” gemaetden.
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Abbildung 4.33: Beschriftung auf der nachsten Seite
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Abbildung 4.33: Box-Plot-Diagramme der Konzentration von iso-CD75s-5 (A), iso-CD75s-9 (B),
is0-CD75s-10 (C), iso-CD75s-11 (D), CD15s-10 (E)PT5s-11 (F) und CD15s-12 (G) im Serum
von Pankreasadenokarzinom-Patienten in Abhéangigkeiton der Ausdehnung des Primartumors
pT (vgl. Tabelle 1.3). Der stetige Zusammenhang zsghen den Gangliosidkonzentrationen und
pT ist signifikant (iso-CD75s-5, p = 0,006 % =-0,344; iso-CD75s-9, p = 0,0181/=-0,297; iso-
CD75s-10, p =0,046% =-0,251; iso-CD75s-11, p = 0,013 £~ -0,314; CD15s-10, p = 0,02%/= -
0,291; CD15s-11, p = 0,0311/=-0,271; CD15s-12, p = 0,030r/= -0,273). Stadien mit signifikant
verschiedenen Serumkonzentrationen im Vergleich zuiKontrollgruppe (Ko) sind eingezeichnet.

Assoziation mit dem Metastasierungs-Status

Auch im Zusammenhang mit dem Auftreten von Lymph&nmetastasen wurde ein
signifikanter Unterschied festgestellt. Das Gargytioiso-CD75s-4 weist im Serum der
Patienten mit Metastasen (pN1) eine hohere Konaeoitr auf als in dem von Patienten mit
lokal begrenzten Tumoren (pNO) (p = 0,024). Das #amtrationsniveau der pN1-Patienten ist
auch gegeniber dem der Kontrollgruppe erhdht, wdeelUnterschied jedoch mit p = 0,087
nicht signifikant ist.

Untersuchungen auf Korrelation von Serumgangliaandientrationen mit der Prasenz von
Fernmetastasen, dem Differenzierungsgrad der Twhenzund dem UICC-Tumorstadium

ergaben keine signifikanten Zusammenhénge.
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Abbildung 4.34: Box-Plot-Diagramme der Konzentratiom von iso-CD75s-4 in Seren der
Kontrollgruppe (Ko) und Pankreasadenokarzinom-Patieten mit (pN1) und ohne (pNO)
regionale Lymphknotenmetastasen (vgl. Tabelle 1.3)n den Seren der Krebspatienten zeigt die

Gangliosidkonzentration einen signifikanten Anstieg bei Anwesenheit von Metastasen
(p = 0,024).
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5 Diskussion

5.1 Entwicklung eines DC-Mehrfach-Overlay-Assays fu  r GSL

Durch die Verwendung unterschiedlicher chromoge®eabstrate und die Kombination
mehrer  Detektionsschritte  wurde der DC-Overlay-Assahinsichtlich  seiner
Informationsausbeute verbessert. Die Methode erkesiomehrere verschiedene GSL-Epitope
in einem einzigen Chromatogramm spezifisch nachmeme Die Erzeugung von
chromophoren Préazipitaten mit unterschiedlichenb&arbzw. Absorptionscharakteristika
ermoglicht sowohl eine visuelle Unterscheidung derzelnen Farbungen als auch eine
spezifische Detektion und Quantifizierung durch dariation der Messwellenlange bei der

Densitometrie.

5.1.1.1 Vermeidung von Verschleppungseffekten

Bei der Mehrfachfarbung der neutralen GSL LacCeb3@Ger und Gb4Cer mit den
Substraten Fast Red, BCIP und DAB musste das Rmoldes Verschleppungseffekts
Uberwunden werden. Die wiederholte Verwendung vem&rantikorpern der gleichen
Spezies, in diesem Fall polyklonale Huhn IgY Antigér, fihrt in den folgenden Assays zu
einer erneuten Anfarbung bereits detektierter G&&rschleppungseffekte wurden ebenso
von dem wiederholten Gebrauch des gleichen Repoizgms verursacht. Durch den Einsatz
trockener Hitze als Inaktivierungsschritt zwischégen einzelnen Overlay-Assays konnten
diese erfolgreich verhindert werden.

Die Hitzebehandlung hat sich gegeniber Alternativéa dem enzymatischen Verdau der
gebundenen Antikdrper und Enzyme sowie der AP-lagkting mit EDTA durchgesetzt, da
es als einzige Methode kein Ablésen der Kieselfpgtbt vom Glastrager der DC-Platten
verursachte und gleichzeitig Verschleppungseffeltegeachtet ihrer Ursache (Antikorper
oder Reporterenzym), beseitigte. In der Tat wurdgas ein stabilisierender Effekt der
Hitzebehandlung auf das Kieselgel beobachtet.

Sehr wichtig ist, dass die Hitzebehandlung keineeirirachtigenden Effekt auf die
Empfindlichkeit des GSL-Nachweises zu haben scheint einem Zeit-abhangigen

Experiment konnte gezeigt werden, dass die Hitzafdllang von Gangliosiden in Plexigum-
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fixierten DC-Platten lediglich einen geringen Eus$ auf die Signalintensitat hat (Abbildung
4.3). Weder durch den Overlay-Assay noch durch M$hinke ein Einfluss der der
Hitzebehandlung auf die GSL beobachtet werden.rdaganter Weise konnte nach
30-mindtiger Behandlung sogar ein Anstieg der Sigtemsitat beobachtet werden. Dabei
kann es sich um einen ahnlichen Effekt handeln,ideler Immunhistochemie zur Antigen-
Ruckgewinnundengl.antigen retrieval eingesetzt wird. Vor der immunchemischen Farbung
von Gewebeschnitten wird teilweise eine Hitzebehargl durchgefuhrt, um Antigene nach
der Fixierung mit Formalin oder nach Einbettung Raraffin zu demaskieren und den
Antikdrpern besser zuganglich zu machen (Yama@y).

Taki und Mitarbeiter haben Mitte der 1990er Jahem dHitzetransfer von Primulin-
gefarbten GSL von einer DC-Platte auf eine PVDF-Mean (auch al$ar-eastern-blotting
bezeichnet) eingefuhrt (Talgt al. 1995). Diese Technik konnte mit der Sekundarionen-
massenspektrometrie kombiniert werden, Uber die G®h ausgestochenen PVDF-
Membransticken nachgewiesen wurden (Taki & Ishikak®87). Bei diesem Verfahren
konnten GSL aus biologischen Proben in Mengen \anlqig charakterisiert werden. Der
Hitzetransfer erfolgt bei dieser Methode bei 180ni{€ einem heilRen Bligeleisen oder einem
spezialisierten Geréat (Ishikawa & Taki 2000). Did@sehnik wurde erfolgreich von mehreren
Gruppen angewendet, was darauf hinweist, dass deettdnsfer die strukturelle Integritat
der GSL nicht zu beeinflussen scheint (Johanssdviil&r-Podraza 1998; Johanssen al.
1999; Guittard et al. 1999). Dies deckt sich mit den in dieser Arbeitmgehten
Beobachtungen und bestatigt die Temperaturbestésitligon GSL.

5.1.1.2 Kombination von Overlay-Assay und Massenspe  ktrometrie
Die Spezifitdt des Antikorpers und die nachfolgeifs-Analyse liefern komplementéare

Informationen Uber die Struktur des Glykans unda@eds eines GSLs. Keine der beiden
Techniken alleine kénnte in diesem Mal3 zur Strgdtidarung beitragen (Meiseet al.
2003; Meisenret al. 2004), da die Bindungsspezifitditen der Monosacdbawie anomere
Konfiguration und Position der glykosidischen Bindy mit MS-Sequenzierung nur
unzureichend nachgewiesen werden kénnen.

Die Entwicklung eines Multiplexverfahrens fir derCEDverlay-Assay in Kombination
mit IR-MALDI-o-TOF-MS stellt eine weitere, signifdnte Neuerung in der GSL-Analyse-
Strategie dar.
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Weder der Protein-Komplex, bestehend aus Prim&per und dem
Sekundarantikdrper-Enzym-Konjugat, noch dien sitientstandenen  Chromophore
verhinderten eine MALDI-massenspektrometrische @ktarisierung der GSL.

In den Massenspektren mehrfachgefarbter GSL wuirdeRositivionenmodus wiederholt
Verunreinigungen detektiert, die sich auf ein Paymauf Basis von Polyethylenglycol (PEG)
zuruckfuhren lassen. PEGs werden in sehr vieldmtechen Prozessen eingesetzt, aber auch
in der Pharmazie und Zellbiologie. Aufgrund ihresdatzes z.B. in der Fertigungstechnik
und Kosmetikprodukten sind sie haufiger Bestandtail Alltagsprodukten (Schwartz 2002).
In der Massenspektrometrie stellt das ubiquitareftrAten dieser leicht ionisierbaren
Verbindungen ein schwer I6sbares Problem dar (Miiaiet al. 2006; Hesset al. 2008).

Es ist zu vermuten, dass PEG-Spuren aus den Inkabptuffern stammen und sich Uber
die zahlreichen Inkubationsschritte aufgrund vomirbphilen Wechselwirkungen auf dem
Kieselgel anreichern (Derkaoet al. 2007). Wahrend der vollstandigen Prozedur des DC-
Overlay-Assays mit Mehrfachfarbung wurden Chemélhéchster Reinheit verwendet, um
Kontaminationen zu minimieren. Detergenzien, die das Polysorbat Tween PEG-Derivate
darstellen und von denen eine starke Bindung amopyie Silikaoberflachen bekannt ist
(Joshi & McGuire 2009), wurden deshalb nicht eiregets

Mit der neu entwickelten Mehrfachfarbetechnik liedje Nachweisgrenze der MS im
Bereich von 20 bis 50 ng und zeigt dabei einen dmnhdherer Sensitivitat bei komplexeren
Strukturen. Diese Ergebnisse sind vergleichbar deiten von Nakamurat al, die UV-
MALDI-MS von Overlay-Assay-gefarbten GSL durchfigmt(Nakamurat al. 2006).

Im Vergleich zu Techniken der LC-MSliquid chromatograpmyMS engl. fur
Flissigchromatographie gekoppelt mit MS) (Kirseh al. 2009) lasst sich die DC-MS
weniger einfach automatisieren. Daflr ermégliche dDC-MS jedoch die parallele
Untersuchung mehrerer Proben und ist zudem so toass Lipid-Rohextrakte eingesetzt
werden konnen, was eine aufwendige Probenvorbacgitunnétig macht. Der Hauptvortell
der DC-MS im Fall der GSL-Analytik ist jedoch diedgllichkeit, Gber die Verwendung GSL-
spezifischer Sonden (Antikérper oder Lektine) Epigtrukturinformationen zu erhalten.

Die DC-Overlay-Assay-Mehrfachimmunfarbung wurde ofgfeich zur GSL-
Expressionsanalyse in normalen und malignen Lebasigen von HCC-Patienten eingesetzt.
Dabei wurden LacCer, Gbh3Cer und Gb4Cer in Lipidrbtadten nachgewiesen (Kapitel 4.2).

Die Mehrfachfarbetechnik wurde fur die Analyse hdamplexer Ganglioside aus Serum
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angepasst. CD75s- und CD15s-Ganglioside wurden Hilte von Antikérpern und
iIS0-CD75s-Ganglioside mit einem GSL-bindenden lrekachgewiesen (Kapitel 4.4).

5.2 Neutrale GSL in HCC

In HCC wurde die Expression von LacCer, Gb3Cer @t¥Cer im Verlgeich zu
ensprechenden Normalgewebe analysiert. DabeiesEgpression von LacCer und Gb3Cer

von besonderem Interesse.

5.2.1.1 Assoziation mit maligner Transformation
Fur die LacCer-Synthase wurde gezeigt, dass seeaifRegulierung von phanotypischen

Anderungen, wie Proliferation, Adhasion, Migratiomd Angiogenese von Zellen, beteiligt ist
(Kakugawaet al. 2002; Yehet al. 2001; Iwamotcet al. 2001; Bhunieet al. 1998; Araiet al.
1998). Da die Deregulierung dieser Prozesse alsa#&@chen fur Krankheiten wie z.B. Krebs
gilt, wurden sowohl die LacCer-Synthase als auchQex als neue Zielstrukturen in der
Krebsforschung vorgeschlagen (Chatterjee & Pan6g 2Chatterjeet al. 2008).

Gb3Cer wurde bereits fur verschiedene Malignome alsnor-assoziierte Struktur,
hauptséchlich fur Karzinome, beschrieben (Farkamdiyet al. 1995; LaCasset al. 1999;
Johanssoet al. 2009; Kovbasnjulet al. 2005; Falguiérest al. 2008; Distleret al. 2009). Die
Expression von Gb3Cer scheint auch Einfluss auentishe Eigenschaften des Tumors zu
haben, da sie in Kolonkarzinomen mit einem invasiianotyp (Kovbasnjukt al. 2005)
und Resistenz gegen Chemotherapeutika assoziiedewiguchiet al. 2006). Aufgrund der
haufigen Uberexpression von Gb3Cer in Tumoren wiigl Anwendung des zytotoxischen
Stx diskutiert, das Gb3Cer als Rezeptor nutzt (&hii.2.7.2).

In normalem Lebergewebe wurde fir LacCer, Gb3Cell Bb4Cer eine ubiquitare
Expression festgestellt. Im Vergleich dazu konmeHCC-Gewebe fiir alle drei Spezies eine
Reduktion beobachtet werden.

Im Fall von LacCer wurde eine statistisch signifitaAbnahme gefunden (vgl. Abbildung
4.9), da 25 von 32 Patienten (78,1%) eine verrilegeacCer-Expression zeigten (Tabelle
8.2). Es kann vermutet werden, dass die gering€&aE&xpression den Tumorzellen hilft der
Apoptose zu entgehen. LacCer spielt in der @aNErmittelten Apoptose eine essenzielle

Rolle, indem es im Zusammenwirken mit reaktiven éssioffspezies die Apoptose einleitet
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(Martin et al. 2006). Abnahme und Verlust der LacCer-Expressi@gmnken also die
Apoptoseresistenz der Tumorzellen widerspiegeln.

Die Gb3Cer-Expression zeigt ebenfalls eine hochifsignte Abnahme (Abbildung 4.13),
bei der eine Reduktion bei 68,8% der Patientergéssellt wurde (Tabelle 8.3). Die vielfach
in Karzinomen beobachtete Uberexpression von Gb8@isomit fir HCC nicht zu.

Gb4Cer weist zwar eine Tendenz zu einer verringeggpression in HCC auf; im
Gegensatz zu LacCer und Gb3Cer ist diese jedottt signifikant (Abbildung 4.15A). Fir
Gb4Cer konnte in 37,5% der Patienten eine Uberssfme und im Vergleich dazu in 50%
eine Verminderung festgestellt werden (Tabelle.8.4)

Im Normalgewebe scheint die Expression der untétenc GSL jeweils von der
Verfugbarkeit der Vorlauferstruktur aus der Biosyde abzuhdngen. Es wurden jeweils
Korrelationen zwischen LacCer und Gb3Cer sowie Glr3and Gb4Cer festgestellt. Im
Unterschied dazu konnte im Tumorgewebe nur zwiscl@B8Cer und Gb4Cer ein
Zusammenhang nachgewiesen werden. Die fehlendeeldbon zwischen LacCer und
Gb3Cer konnte darauf hindeuten, dass die Expredsesder aufgrund unterschiedlicher
Mechanismen herunterreguliert wird und im Tumor hivdangig voneinander ist. Die
Korrelation von Gb3Cer und Gb4Cer steht in Diskrgpaum starken Rlckgang, der
einerseits fur Gb3Cer aber nicht fir Gb4Cer gefanslerde. Offenbar unterliegt die Gb3Cer-
Expression in einem viel grél3eren Mal3 der Reguligru

Bei der Expressionsanalyse der neutralen GSL wuwrdden drei Fallen eine Korrelation
der Expressionsniveaus zwischen Normal- und Tunweggen nachgewiesen. Auch wenn bei
LacCer und Gb3Cer ein signifikanter Unterschiedsziven den beiden Geweben vorliegt, der
auf eine Regulierung schlie3en lasst, scheine®dienten ein individuelles Grundniveau an

GSL zu besitzen, das auch auf die Expression imoFumfluss hat.

5.2.1.2 Assoziation mit pathologischen Parametern
Es wurden Assoziationen zwischen der Expressiomeetralen GSL und pathologischen

Parametern festgestellt. Fur LacCer und Gb4Cer evueohe Korrelation mit pT, der
Ausdehnung des Primartumors, gezeigt. Beide weiseiniihen Stadien (pT1 und pT2) eine
subnormale Expression auf, die mit zunehmender &udld Ausdehnung des Tumors auf ein
etwa normales Niveau steigt (vgl. Abbildung 4.10BduAbbildung 4.15B). Dieses
gegensatzliche Verhalten der LacCer- und Gb4Cerdsgmn in Abhéngigkeit von pT beruht
vermutlich auf mehreren Einflussfaktoren. Einessdiewirkt die Entartung der Zellen eine

Abnahme der GSL Expression, andererseits scheiradtorien, die mit fortschreitender
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Krankheit und Tumorgrof3e einhergehen, die Exprassi@der zu induzieren. Einer dieser
Faktoren konnte z.B. die Hypoxie sein, die Einflag@ Phanotyp der Tumorzellen in
Abhangigkeit von der Tumorgro3e zeigt (\Wual. 2007).

Diese These kénnte durch Experimente Uberprift eerdie die ortlichen Verteilung der
LacCer- und Gb4Cer-Expression im Tumor abbildens Réannten immunhistochemische
Verfahren sein, die jedoch in Lebergewebe aufgrdad hohen Autofluoreszenz nicht so
einfach furchzufihren sind. Eine weitere Moglichkesteht darin mehrere Lipidextrakte von
Gewebestlcken aus inneren und aulR3eren Bereichefudere miteinander zu vergleichen.
Derartige Versuche waren in der vorliegenden Araefgrund der mangelnden Grél3e der zur
Verfugung stehenden Gewebeproben nicht méglich saliten deswegen Gegenstand
zukUnftiger Forschung sein.

Es muss zusatzlich erwéhnt werden, dass fir Lac@eh im Normalgewebe eine
Korrelation mit pT gefunden wurde. Diese sollte esilich unabhangig von den
Tumoreigenschaften sein. Das Vergleichsgewebe, askesen Experimenten verwendet
wurde, ist den Patienten in einem Abstand von nstedes 5cm zum Primartumor
entnommen worden. Die Wahrscheinlichkeit, dassTdenor Uber diese Distanz einen Effekt
auf die LacCer Expression hatte, ist trotz der gaten Einschrankungen gering, zumal fur
keine anderen GSL (neutrale GSL und Gangliosideg éihnliche Abhangigkeit von pT
gefunden wurde. Far die vorliegende Korrelation deur eine
Uberschreitungswahrscheinlichkeit von p = 0,017 dmi Giltigkeit von i (Ho = es besteht
keine Korrelation, siehe Kapitel 3.8) berechnet. eddr Wert entspricht der
Wahrscheinlichkeit, dass bei den vorliegenden Ergslen keine Korrelation vorliegt.

Fur die LacCer-Expression in HCC wurde zusatzlicle signifikante Korrelation mit dem
Differenzierungsgrad G gefunden (Abbildung 4.10Ahalog zur Assoziation mit pT sinkt
der LacCer-Gehalt mit neoplastischer Transformatisteigt jedoch bei schlechterer

Differenzierung G wieder an.

5.2.1.3 Fazit
Aufgrund der allgemeinen Tendenz zur reduziertempréssion in Tumoren sind die

untersuchten neutralen GSL nicht als Rezeptorstrait fir Krebstherapeutika geeignet.
Insbesondere die Anwendung von Stx ware aufgrundgtdeken Abnahme von Gb3Cer nicht
empfehlenswert.

Die beobachteten Expressionsunterschiede kénntemodk einen diagnostischen Nutzen

haben, zumal sie scheinbar Krebs-spezifisch siakoBnte weder im HCC-Gewebe noch im
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benachbarten Vergleichsgewebe ein Einfluss desh@@azustands der Patienten auf die
Expression der untersuchten GSL gezeigt werdere Biedrige LacCer-Expression konnte
evtl. als Indiz fur eine gute bis moderate Diffezi@nung sein. Zusammen mit der Tendenz
von LacCer, besonders in kleinen Tumoren geringisxert zu werden, konnte die fehlende

LacCer-Expression ein Marker fur HCC im Frihstadgam.
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5.3 Gangliosidexpression in HCC

5.3.1.1 Expression von CD75s-Gangliosiden
CD75s-Strukturen wurden bereits in den 1980er dahle Tumor-assoziierte Strukturen

beschrieben, weil neu entwickelte monoklonale ABM75s-Antikdrper in der
Immunhistochemie bevorzugt Tumorgewebe anfarbteakdrhori et al. 1983). Da das
Auftreten von CD75s-Gangliosiden bevorzugt in Tuemorund im Mekonium von
Neugeborenen aber nur in wenigen Normalgewebenndefu wurde, wurde es als
onkof6taler Marker vorgeschlagen (Hakometial. 1983). Dabei scheint die hohe CD75s-
Expression spezifisch fur Karzinome zu sein. Niflsgbal. konnten hohe CD75s-Gangliosid-
Konzentrationen ausschlief3lich in einer Reihe varzibhomen, nicht jedoch in Tumoren
nicht-epithelialen Ursprungs nachweisen (Nilsebal. 1985).

In Anbetracht ihrer Funktion als Rezeptorstruktiir fViscumin, einem potenziellen
Therapeutikum fur die Krebstherapie (siehe Kapit@l7.1), ist die Expression von CD75s-
Gangliosiden von besonderem Interesse. Deswegedewiun Rahmen dieser Arbeit die
CD75s-Gangliosid-Expression in HCC untersucht unt der in benachbartem, normalem
Lebergewebe verglichen. Das untersuchte Patienlekkke hatte eine statistisch
reprasentative StichprobegrofRe von N = 29.

Bei der Expressionsanalyse wurden in Ubereinstingmuit vorherigen Berichten2,6-
sialylierte Ganglioside vorwiegend mit nLc4Cer-Gastrukturen nachgewiesen (Hakometri
al. 1983; Nilsson 1985; Talat al. 1990) (Abbildung 4.17 und Abbildung 4.19). In 2dnv29
Patienten wurde CD75s-1 im Normalgewebe detektied scheint deswegen in der Leber
ubiquitar exprimiert zu werden (Abbildung 4.18).eBer Befund stimmt mit Beobachtungen
von Hakomoriet al. und Nilssonet al. Uberein, die im Vergleich zu anderen gesunden
Geweben in der Leber eine relativ hohe Expressesisfellten (Hakomoret al. 1983;
Nilssonet al. 1985).

Die Analyse der CD75s-Gangliosidexpression in HG@ak fir 35% der Patienten eine
Uberexpression, allerdings auch fiir 45% eine vgenite Expression (Tabelle 8.5). Es konnte
insgesamt kein Unterschied im mittleren Expressivesau zwischen den beiden
Gewebetypen festgestellt werden. Die auffallig grélvarianz der Verteilung der CD75s-I-
Konzentrationen in HCC-Gewebe lasst jedoch mogliekse auf eine ungerichtete

Deregulierung schliel3en (vgl. Abbildung 4.18).
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Das unveranderte Expressionsniveau steht im Widgbkpzu Arbeiten anderer Gruppen,
die in HCC eine starke Uberexpression von CD75sk8iren auf Gangliosiden und
Glykoproteinen fanden. Dazu gehort unter anderere Airbeit von Hakomori, wobei aber
die Daten anhand einer einzigen untersuchten HO&eBeprobe nicht reprasentativ sind
(Hakomori et al. 1983). In einer weiteren Studie wurde der AntednvCD75s-I vom
Gesamtgangliosidgehalt bei 9 HCC-Proben (N = 9) 8nicebergewebeproben Krebs-freier
Patienten analysiert. In HCC betrug der Anteil olen 13 bis 31%, im Normalgewebe
hingegen stets weniger als 1% (Takial. 1990). Muthinget al. beschrieben eine CD75s-
Gangliosid-Uberexpression in zwei von drei HCC &aén (Mithinget al. 2005). Uber
immunhistochemische Verfahren wiesen Tamtoal. eine starke Expression von CD75s-
Glykokonjugaten in allen (7/7) HCC und nur eineigge in zirrhotischer bzw. keine in
gesunder Leber nach. Die Expression im Gewebe konath GSL-Analysen mit der von
CD75s-Gangliosiden in Zusammenhang gebracht wesmoet al. 1993).

Caoet al. wiesen CD75s ausschlief3lich in HCC-Gewebe nachnicid in gesundem oder
zirrhotischem Lebergewebe (Cab al. 1999). Im Gegensatz zu den vorherigen Arbeiten
lassen sich die Ergebnisse dieser Studie dennot¢hderien der vorliegenden Arbeit
vergleichen. Bei Caet al. war die CD75s-Nachweisgrenze der HHC scheinbar dbm
Niveau der Normalexpression, wodurch keine Reduoktder CD75s-Expression festgestellt
werden konnte. Vor allem bedeutet es jedoch, dasg-arbungen von Ausreil3ern tber das
Normalniveau erzielt wurden. Der Anteil der CD7%ssiiven Patienten betragt bei Ceioal.
26% (9/42) fur moderat und 25% (1/4) fur schledffecenzierte HCC. Dies ist vergleichbar
mit dem Anteil der Tumorproben, die in dieser Atl@ne starkere CD75s-Expression als die
maximale des Normalgewebes aufweisen, und hie2 15i (6/29) liegt.

Eine weitere Arbeit, in der die CD75s-StrukturenH@C untersucht wurden, wurde von
Dall’'Olio et al. veroffentlicht. Hier wurde trotz einer insgesamdhten CD75s-Expression
in HCC bei einigen Patienten ein starker RickgamgEkpression festgestellt (Dall'Oliet
al. 2004). Dies unterstitzt die These, dass die CEXpsession in HCC divergierend
reguliert sein kann.

Von Caoet al. wurden Ergebnisse erzielt, die auf einen diagaocisén Wert von CD75s
hinweisen. Dabei wurde CD75s nur in moderat bidestth differenzierten, nicht jedoch in
gut differenzierten HCC nachgewiesen (Gaoal. 1999), was eine mogliche Eignung von
CD75s als Differenzierungsmarker andeutet. Diesnt@nin der vorliegenden Arbeit
zumindest fur Gangliosid-gebundene CD75s-Strukturigit bestatigt werden. Es konnte

kein geringeres CD75s-I-Expressionsniveau in guffesinzierten als in schlecht
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differenzierten Tumoren festgestellt werden; ebdagdkeine Korrelation zwischen CD75s-I
und dem Differenzierungsgrad vor (Kapitel 4.2.4jn Fusammenhang zwischen CD75s-I

und der Ausdehnung des Priméartumors konnte ebemfiglht nachgewiesen werden.

5.3.1.2 Expression von iso-CD75s-Gangliosiden
Zusatzlich zu CD75s wurde auch die Expression demeren Struktur iso-CD75s

untersucht (Kapitel 4.2.5). Dabei wurden viele Awmgén zu der CD75s-Expresion

festgestellt. 1so-CD75s konnte ebenfalls hauptséthh Form von iso-CD75s-I mit einer

nLc4Cer-Grundstruktur nachgewiesen werden (Abbigddn20 und Abbildung 4.22). Es

zeigte sich, dass iso-CD75s-I ubiquitér in normalemd malignem Lebergewebe exprimiert
wird (Abbildung 4.21A). Das Expressionsniveau zeigine signifikante Veranderung im

Zuge einer neoplastischen Transformation. Ahnlide auvor bei CD75s, jedoch weniger

stark ausgepragt, kann bei der Verteilung des B@83-Gehaltes in HCC eine Zunahme der
Varianz festgestellt werden. Dies spricht daflirssddie iso-CD75s-I-Expression ebenfalls
einer ungerichteten Regulierung unterliegt.

Ein weiterer Hinweis auf die veranderte Regulierdeg beiden Ganglioside CD75s-1 und
iso-CD75s-I im Verlauf der malignen Transformatiish die Tatsache, dass weder fur die
CD75s-I- noch fir die iso-CD75s-I-Expression eingnsikante Korrelation zwischen
Tumor- und Vergleichsgewebe gefunden werden koribédei scheint die Expression der
beiden Gangliosidstrukturen eng miteinander verkbarzl sein. Es wurden hoch signifikante
Zusammenhange zwischen der CD75s-I- und iso-CD-Bbgtession jeweils in Normal- und
Tumorgewebe festgestellt. Dies ist ein Indiz dafiss die Expression beider Strukturen von
einem gemeinsamen Faktor abhangt. Bei diesem k@&snsech um die gemeinsame Vorstufe
nLc4Cer handeln. Die Aufklarung des Zusammenhangschen der nLc4Cer-Expression
und der von CD75s-I und iso-CD75s-I wére eine Ab&gaukinftiger Studien.

Ein wesentlicher Unterschied wurde im Verhalten @&75s- und iso-CD75s-Expression
festgestellt. Im Gegensatz zu CD75s-I zeigt iso-BPI7 eine Expressionszunahme im
Zusammenhang mit ausbleibender Differenzierung (#8bbg 4.21B). Eine vergleichbare
Assoziation wurde flir iso-CD75s-1 bereits in Magar#nomen beschrieben (Suzui al.
1991). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dassl@mRegulierung von iso-CD75s-1 ein
weiterer Faktor beteiligt ist, der zwar abhéngighvder schlechten Differenzierung des

Tumors aber unabhangig von der Krebsart ist.
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5.3.1.3 Sialyltransferase-Expression
Im Zusammenhang mit der Gangliosid-Expression wuadeh die Genexpression der

Sialyltransferasen analysiert, die die finalen 8thbei der Biosynthese der beiden Isomere
katalysieren (Kapitel 4.3).

Die CD75s-Biosynthese erfolgt durch di2,6-Sialyltransferase ST6GALL, die sowohl
Glykoproteine als auch GSL als Substrate akzeptieme weitere Form einen2,6-
Sialyltransferase, die ST6GAL2, wurde inzwischererdhlls beschrieben. Diese scheint
jedoch haupséchlich freie Oligosaccharide als Satestzu Nutzen (Takashinet al. 2002;
Krzewinski-Recchet al. 2003).

Die Expression der ST6GAL1 ist offenbar eng mit dealignen Transformation von
Zellen verknupft, da sie eine der am haufigstenhregulierten Glykosyltransferasen in
humanen Tumoren darstellt (Dall'Olio 2000). Fir desunde Leber wurde bereits eine im
Vergleich zu anderen gesunden Geweben starke ST&&Anexpression beschrieben
(Paulsoret al. 1989; Kitagawa & Paulson 1994; Kanekioal. 1995).

Beim Vergleich der ST6GAL1-Genexpression in HCC ikenjedoch keine signifikante
Veranderung zwischen malignem und normalem Lebezgeviestgestellt werden (Abbildung
4.23). Ebenso konnte kein direkter Zusammenhangschen der Genexpression der
Sialyltransferase ST6GAL1 und ihrem Produkt aufahetischer Ebene, CD75s-1, gefunden
werden.

Dies deckt sich mit Arbeiten von Dall'Oliet al, die in HCC ebenfalls keine Anderung im
Expressionsniveau, dafiir aber eine ungerichtetallRegng der ST6GAL1-Genexpression
und zusétzlich auch der Enzymaktivitdt beobachtéBail'Olio et al. 2004). Dabei konnte
weder zwischen der Genexpression und der Sialgfeaase-Aktivitat noch zwischen der
Gesamtmenge an CD75s-Strukturen und der Sialyfrease-Aktivitdt eine Korrelation
gefunden werden.

Das Fehlen direkter Zusammenhange koénnte ein Haeudl eine komplexe Regulierung
der CD75s-Synthese auf mehreren Ebenen sein. InteKbwler starken Korrelation der
CD75s-I-Expression mit der von iso-CD75s-I und dehlenden Korrelation mit der
ST6GAL1-Genexpression ist es eher unwahrscheintielss die CD75s-I-Expression allein
durch den finalen Sialylierungsschritt bestimmt dviEin viel gro3erer Einflussfaktor ist
vermutlich, wie bereits zuvor angedeutet, die Vgifirkeit der Vorstufe nLc4Cer.

Die ST3GAL6 vermittelt den finalen Schritt in derioBynthese von iso-CD75s-
Gangliosiden (Okajimat al. 1999). Bei der Untersuchung der ST3GAL6-Expres&amte

eine statistisch signifikante Reduktion der Genegpion im Mittel um den Faktor 2
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nachgewiesen werden (Abbildung 4.23). Eine Redokder ST3GAL6-Expression wurde
ebenfalls in Magenkarzinomen beobachtet und wurdeepigenetische Faktoren, d.h. die
Hypermethylierung des entsprechenden Genabschnitesickgefuhrt (Kawamurat al.

2008). In HCC scheint diese Reduktion jedoch eimngeordnete Rolle zu spielen, da die
ST3GALG6-Expression in keinem Zusammenhang mit depr&ssion des entsprechenden
Syntheseprodukts iso-CD75s steht. Analog zur COEsgmession sind hier mutmallich

andere Faktoren von groR3erer Bedeutung.

5.3.1.4 Fazit
In Anbetracht der fehlenden Uberexpression von GBI7%ind iso-CD75s-I-Ganglioside

ist es fraglich, ob diese Strukuren im Fall von H&IE Tumor-assoziiert bezeichnet werden
kénnen. Andererseits konnte fur iso-CD75s-1 einer&ation mit dem Differenzierungsgrad
der Tumorzellen festgestellt werden, was auf eirebMidung mit der Erkrankung hinweist.
Ebenso wurde eine ungerichtete Deregulierung Yematler CD75s-1-Expression beobachtet,
die mit der malignen Transformation einhergehtdBebtrukturen weisen demnach auf den in
Tumorzellen veranderten Gangliosid-Metabolismus lbime jedoch im klassischen Sinne
Tumor-assoziiert zu sein.

Bei HCC erscheint deswegen eine gegen CD75s alstiziigur gerichtete Krebstherapie
nur begrenzt anwendbar. Viscumin ware moglichersvéils den Teil der Patienten heilsam,
der eine starke CD75s-Uberexpression zeigt. Einscornin-Therapie musste dabei im
Rahmen einer individualisierten Behandlung erfoJdesi der zuvor die Eignung eines jeden
Patienten anhand einer CD75s-Expressionsanalyseggestsllt werden muss. Diese
Expressionsanalyse musste in die Routinediagnostih einer Biopsienahme eingebunden
werden.

Um die Eignung einer Viscumin-Therapie genauer dargchen, wére es sinnvoll, die
Verteilung der CD75s-Ganglioside im gesunden untigman Lebergewebe zu bestimmen.
Die beobachtete Zunahme der CD75s-I-Varianz kOawigh ein Hinweis auf eine extrem
heterogene Verteilung innerhalb der Tumore seiflteSsich dies bestatigen, kdnnten neue
Einblicke in die Hintergrinde der Gangliosid-Reguling und eventuell auch neue
Anwendungsfelder fir die Viscumin-Behandlung erralverden.

Fur derartige Untersuchungen wird meist die Immuorigszenzmikroskopie eingesetzt.
Dieses Verfahren birgt jedoch einige Herausfordgemn Lebergewebe weist eine starke
Autofluoreszenz auf (Neumann & Gabel 2002; Viegdsal. 2007), so dass eventuell

alternative, colorimetrische Farbungen eingesetetden missen. Zudem konnte gezeigt
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werden, dass bei der Immunhistochemie von Gandkosispezielle technische Protokolle
verwendet werden mussen, um eine Umverteilung @eglside innerhalb eines Gewebes
zu vermeiden (Heffer-Lauet al. 2005; Lauc & Heffer-Lauc 2006; Heffer-Laet al. 2007).
Als Alternativen waren in Zukunft eventuell aucHBgebende MS-Verfahren maglich, mit
denen sehr spezifisch die Verteilung einzelner Gasigspezies bestimmt werden konnte
(Sugiuraet al. 2008; Charet al. 2009). Eine Unterscheidung von isomeren Struktitemte
dabei Uber spezifische Ubergange im MS/MS-Modugieht werden, die im Fall von
CD75s-I-Gangliosiden von Meisegt al. beschrieben wurden (Meiseat al. 2003). Diese
Methode hétte gegentiber der immunologischen Farbudgm den Vorteil, dass zuverlassig
zwischen Glykoproteinen und GSL unterschieden weidmn, die beide CD75s-Strukturen

aufweisen konnen.
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5.4 Serum-GSL

5.4.1 Extraktion und Charakterisierung von GSL aus humanem Serum

Humanes Serum ist eine komplexe Mischung verschexd8ubstanzklassen, in der GSL
nur einen sehr kleinen Anteil darstellen. Es bdstehca. 90% aus Wasser, zu etwa 8% aus
Proteinen und enthélt zudem Salze, Lipide und gimfRe Zahl weiterer Metabolite. Die
Gesamtproteinkonzentration liegt im Bereich vorb&787 g/l, wohingegen die der Lipide bei
6 bis 10 g/l betragt (Buche&t al. 2006; Mutschler 1986). Serumlipide setzen siclaausen
aus neutralen Lipiden und Phospholipiden, die sielde in millimolaren Konzentrationen
wiederfinden und wie folgt aufteilen: Cholesterimdu Cholesterin-Ester (gesamt 2,6—
6,5 mmol/l), Triacylglyzeride (0,05-2,3 mmol/l), P@,8 mmol/l), SM (0,5 mmol/l), LPC
(0,2 mmol/l), PE (0,1 mmol/l) und PI (0,06 mmol/{Hinwood 1992; Subbaiah 2000).
Dagegen wurde fur Serum-GSL eine wesentlich gereng&esamtkonzentration im
mikromolaren Bereich von nur etwa 42 pmol/l bestim{®mpsonet al. 2004). Auch die
Konzentration der Lipid-gebundenen Sialinséure, eie MalR fir den Gangliosid-Gehalt
darstellt, betragt dabei nur etwa 10 umol/l (Negeiral. 1996; Senret al. 1989, 1990).

Es ist dementsprechend schwierig, GSL mit wenigghrien aus Serum zu isolieren und
in einer Reinheit aufzuarbeiten, so dass sowohl MIS-auch DC-Analysen zuverlassig
durchgefuhrt werden kénnen. Vor allem die Phospimdi kbnnen durch ihr haufiges
Auftreten und hohe lonisationseffizienz zu einemssnaen Sensitivitatsverlust bei der
Massenspektrometrie fihren (Shetral. 2005; Johansoet al. 2007).

5.4.1.1 Entwicklung einer Extraktionsmethode fir Se  rum-GSL
Zu den Standardmethoden der GSL-Extraktion gehérZdeiphasen-Extraktion. Die am

weitesten verbreiteten Verfahren folgen den Prdtekoson Folch und Bligh & Dyer (Folch

et al. 1957; Bligh & Dyer 1959). Diese Verfahren haberhmeee Vorteile. Zum einen werden
Proteine durch Einsatz organischer LOsungsmittéizipitiert und finden sich in der
Zwischenphase wieder. Zum anderen sind Lipideadi& der organischen Phase gewonnen
werden, weitgehend entsalzt. Ein wesentlicher Nalchtesteht jedoch darin, dass GSL

spezifische Verteilungsgleichgewichte zwischen desiden Phasen ausbilden. Diese
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Gleichgewichte sind abh&angig von den GSL-Struktus® dass einzelne Spezies wahrend
der Zweiphasen-Extraktion an- und abgereichert rekdnnen.

Dieses wird bei dem in dieser Arbeit entwickeltenngbasen-Extraktionssystem
umgangen. Mit einer Mischung aus Chloroform, Methannd Wasser konnten die
Gesamtlipide aus lyophilisiertem Serum extrahieerden (Kapitel 3.3.3), was durch DC-
Analysen bestatigt werden konnte. Ein weiterer ®bliesteht darin, dass bei diesem Schritt
zugleich Proteine und ein Teil der Salze prazigitiwd entfernt wurden.

Die Mehrheit der koextrahierten neutralen Lipided uPhospholipide stellen Esterlipide
dar. Diese wurden haufig mittels milder alkalisciidrolyse in Alkohole und Fettsduren
zerlegt, die in den folgenden Schritten leichtem den alkaliresistenten GSL zu trennen sind.
Allerdings kénnen GSL ebenfalls alkalilabile Mod#dtionen aufweisen. Vor allem die
Eliminierung von O-Acetylgruppe beinhaltet bei einer solchen Reinggstrategie einen
entscheidenden Informationsverlust, da sich dasmafisanO-Acetylierungen im Zuge von
Krebserkrankungen andern kann (Maetzal. 1990; Marquinaet al. 1996).

Der PLC-Verdau zur GSL-Reinigung wurde bereits zuveschrieben (Sonnenbueg al.
2002; Nimrichteret al. 2008). In dieser Arbeit wurden mit Hilfe dieser thiede gezielt
Phospholipide in Phosphat-Salze und Diacylglyzer{gm Fall von Lyso-Formen in
Monoacylglyzeride) zerlegt, ohne potenziell vorhemel alkalilabile GSL-Modifikationen zu
zerstoren. Die eingesetzte Phospholipase verdaubreites Spektrum an Phospholipiden,
darunter auch Sphingomyelin, das Ceramid als lagdidbesitzt, und daher relativ
alkaliresistent ist. Demnach missen fur Sphingomy&tht, wie zuvor nach der Verseifung,
weitere aufwéndige Reinigungsschritte, die haufiginee Derivatisierung und
Saulenchromatographie von GSL beinhalteten, dufihge werden (Saito & Hakomori
1971; Nilsson & Svennerholm 1982).

Gegenuber anderen Arbeiten (Sonnenkrirgl. 2002; Nimrichteret al. 2008) wurde der
PLC-Verdau in der vorliegenden Arbeit sehr effiziemden Arbeitsablauf integriert, indem
durch die Umkehrphasen-SPE direkt nach dem VerdagreRer Teil der Matrixsubstanzen
von den GSL getrennt wird (vgl. Abbildung 4.24).ZDazéhlen die durch den Phospholipid-
Verdau freigesetzten Ceramide, Mono- und Diacylgiige sowie die noch vorhandenen
Triacylglyzeride, Cholesterin-Ester, freies Chateist und die beim Verdau zugesetzten
Salze. Auf diese Art konnten in wenigen Schrittae Hauptmatrixsubstanzen, néamlich
Proteine, Salze, neutrale Lipide und Phospholipathgereichert werden.

FUr die GSL-Analyse mittels nanoESI-QTOF-MS erwgsssich jedoch als vorteilhaft, die
GSL-Fraktion nach der Umkehrphasen-SPE noch eirsktiBnierung tber eine Silika-Saule
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zu unterziehen. Dadurch wurde die Zahl der MS-detgkn GSL-Spezies stark erhéht. GSL
liegen im Serum in sehr unterschiedlichen Mengdralarissen vor, so dass es evtl. auch
innerhalb der GSL zu Unterdrickungseffekten beildarsierung kommen kann. Durch die

Fraktionierung wurde die Anzahl der GSL pro untehdar Probe verringert und seltenere

Spezies konnten ebenfalls nachgewiesen werden.

5.4.1.2 neutrale Serum-GSL
Im Positivionenmodus wurden Mono-, Di-, Tri- und tiB®sylceramide detektiert

(Abbildung 8.1; Tabelle 8.7). Die aufgenommenen NM8d MS/MS-Daten decken sich mit
den Beschreibungen anderer Gruppen, die GlcCerCeradcGb3Cer, Gh4Cer und geringe
Mengen nLc4Cer in humanem Serum charakterisieretmdldance & Sweeley 1967; Kundu
et al. 1985; Simpsoret al. 2004). Zusatzlich wurden bei diesen Messungererseltonen
neutraler fukosylierter GSL-Spezies detektiert @b 8.7), die wahrscheinlich
Blutgruppenantigene (z.B. H und/oder Lewis) auferigKunduet al. 1985; Hanfland 1978).

Eine genaue Strukturaufklarung dieser selteneni€peairde bis jetzt nicht durchgefuhrt.

5.4.1.3 Serumganglioside
Das bisher in der Literatur beschriebene Spektren Skerumganglioside umfasst im

Wesentlichen Strukturen der Ganglio-Serie: GM3, GKdP3, GD1a, GD1b, GT1b, GQ1b ,
wobei GM3 die dominierende Spezies darstellt €Lal. 1980; Kunduet al. 1985; Senret al.
1989; Winget al. 2001; Simpsoret al. 2004). Mit Ausnahme der tetrasialylierten Spezies
wurden in dieser Arbeit bei den MS-Analysen Ubes#nmende Ergebnisse erzielt
(Abbildung 4.25; Tabelle 8.8). Das Fehlen tetradimiter Ganglioside ist evtl. durch deren
Fragmentierung aufgrund von ,zu harten“ Bedingungender lonisierungirf source decay
oder wahrscheinlicher durch niedriges Vorkommeerkléren.

Kundu et al. beschrieben zusatzlich das Auftreten veR,3- und o2,6-sialylierten
Gangliosiden mit nLc4Cer und nLc6Cer-Grundstruktureowie die eines seltenen,
komplexen, a2,3-sialylierten Gangliosids, das tentativ einerzweigten “iso-nLc8Cer’-
Struktur des I-Typs zugewiesen wurde (Kumdwal. 1985). NanoESI-QTOF-Massenspektren
der vorliegenden Arbeit bestatigen die Anwesenhkeit Gangliosiden der Ganglio- und
Neolakto-Serie. Daruber hinaus wurde jedoch eindeSeeitaus komplexerer Spezies
detektiert, die auf monosialylierte Ganglioside déteolakto-Serie mit bis zu

Dodecaosylceramid-Grundstrukturen und bis zu dngkoBen pro Gangliosid hinweisen
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(Abbildung 4.25; Tabelle 8.8). Diese Spezies wurdasher noch nicht fir Serum
beschrieben.

5.4.1.4 Mehrfachfarbung hoch komplexer Serumganglio  side
In Anbetracht der Uberexpression von Typ 2-Ganglis in vielen Karzinomen des

Gastrointestinaltrakts stellen diese komplexen Gasige potenzielle Tumor-assoziierte
Strukturen dar. Von besonderem Interesse sind @@b@ébs- und CD15s-Ganglioside.

Die Uberexpression von2,6-sialylierten CD75s-Gangliosiden ist sowohl Kiagen- als
auch Pankreaskarzinome bekannt. Nilssbal. fanden in 6/6 Magenkarzinomen und in 4/7
Pankreasadenokarzinomen eine mindestens zweifaclhmahihe gegenliber dem
Normalgewebe (Nilssoret al. 1985). Distler et al. berichteten von einer CD75s-I-
Uberexpression in 16/38 Patienten, wobei nur iemifrall eine Reduktion beobachtet wurde.

Serumkonzentrationen von CD15s sind in Krebsparemaufig erhoht (Matsuuret al.
1997; Kannaget al. 2004) und stehen aul3erdem im Zusammenhang mimgnose und
dem Metastasierungszustand der Patienten (Matsetus. 1997; Nakagoeet al. 2002;
Paganuzzet al. 2003). Erhohte CD15s-Konzentrationen wurden vi@nalmit Tumoren des
Gastrointestinaltrakts in Zusammenhang gebrachtriggiet al. 2004).

Die hoch polaren Gangliosidspezies wurden in deliegenden Arbeit mit Hilfe der DC-
Overlay-Assay-Mehrfachfarbung gegen CD75s und COjéssauer charakterisiert. In einer
dritten Farbung wurden iso-CD75s-Ganglioside deteliktum eine moglichst vollstandige
Abdeckung der komplexen, monosialylierten Serumbasige zu erhalten (Abbildung 4.26).
Dabei wurde fir Serumganglioside ein hohes Mall ampexitat und Strukturvielfalt
festgestellt, das Uber direktes MS-Screening afleht zu erfassen war. Mit der Entwicklung
der Kombinationstechnik aus DC, Overlay-Assay-Matinfarbung und direkter IR-MALDI-

MS konnte ein Grof3teil dieser Komplexitat aufgeldstden.

5.4.1.5 Strukturelle Charakterisierung Overlay-Assa  y-detektierter
Serumganglioside

Bei der strukturellen Zuordnung der Overlay-Asséyn8le wurde die DC-MS-Methode
im Abtastmodus eingesetzt, da durch die DC alldieene vollstdndige Trennung der
Serumganglioside in Einzelsubstanzen erzielt werkiemnte und somit in den Spektren
gefarbter Banden teilweise mehrere Signale aufiratedie unterschiedliche
Gangliosidstrukturen widerspiegelten (Abbildung7.2Durch die Bestimmung des ortlichen
Verlaufs ihrer lonensignale (lonenchromatogramrsegs bei der DC-MS im Abtast-Modus
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moglich, einzelne MS-Signale den Overlay-Assay-geén Banden zuzuweisen (Abbildung
4.28; Tabelle 4.3). Obwohl keine vollstdndige Tnemg vorliegt, zeigen die einzelnen
Ganglioside doch unterschiedliche Laufhéhen undnkdn Gber die Korrelation ihrer
lonenchromatogramme mit dem Chromatogramm des &xé&$says zugeordnet werden.

Die Signale aus den (-)nanoESI-QTOF-Massenspekt@anen Typ 2-Strukturen
zugeordnet wurden, zeigen eine vollstdndige Abdegkdurch die Overlay-Assay-Farbung
(vgl. Abbildung 4.25 und Abbildung 4.28). Dies k#gjt die These, dass im Serum neben
Gangliosiden der Ganglio-Serie hauptsachlich sottdreNeolakto-Serie auftreten.

Hinsichtlich ihrer terminalen Sialylierung konntemomere Ganglioside unterschieden und
identifiziert werden. Terminak2,3- unda2,6-sialylierte Ganglioside, wie iso-CD75s-1 und
CD75s-1 bzw. INeu5Ac-nLc4Cer und I8Neu5Ac-nLc4Cer (Abbildung 4.28), wurden
sowohl chromatographisch getrennt als auch UberQlierlay-Assay-Farbung eindeutig
charakterisiert.

In Bezug auf die Fukosylierung konnte die vollsigedkomplexitdt noch nicht aufgeklart
werden. Beim Overlay-Assay wurden ausschlie3licind8a gegen terminale Strukturen
verwendet, so dass zwar die An- und Abwesenhedrdtakose in der terminalen LacNAc-
Einheit nachgewiesen wurde; Uber die genaue Posititerner Fukosylierungen wurden
jedoch keine Informationen erzielt. Dies bedeutetha dass z.B. das Gangliosid-Signal fur
iso-CD75s-8, dem die allgemeine Struktur’Néu5Ac-Fuc-nLc10Cer (d18:1, C16:0)
zugeordnet wurde, aus mehreren isomeren Gangliogiggammengesetzt sein kann, die sich
in der Position der Fukose beziglich der internagNAc-Einheiten unterscheiden. Dabei
sind z.B. VIM-2-Strukturen (NeuSASGaB4GIcNAB3GaB4[Fuw3]GIcNAc-) denkbar.

Potenziell kénnen diese Isomere, ahnlich wie bei 78D und iso-CD75s,
chromatographisch getrennt werden, was hier auckitbeansatzweise erfolgt ist. CD15s-
Ganglioside zeigen z.B. geringere Mobilitdten &ieiintern fukosylierten Isomere; jedoch
wurde mit dem eingesetzten System bisher keinesté@oitlige Trennung erreicht. Dies kann
eventuell durch die Technik der Mehrfachchromatplgia von DC-Platten erreicht werden.

Im Fall der Fukose-lsomere zeigen sich die Stardem Overlay-Assays, der es im
Gegensatz zur allleinigen DC und MALDI-Massenspakigtrie erlaubt, diese Strukturen zu
unterscheiden und charakterisieren. Eine weiter@868ung der Komplexitat fukosylierter
Ganglioside kann auch durch einen weiterentwickelehrfach-Overlay-Assays erzielt
werden, bei dem Antikorper gegen z.B. VIM-2-, Difgyl-Sialyl-Lewis-x- und intern

fukosylierte Determinanten zum Einsatz kommen.
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5.4.2 Serumganglioside von Krebs-Patienten

Es wurden sowohl direkte MS-Analysen der GSL-Faalen als auch Gangliosid-
Expressionsanalysen mit Hilfe des Mehrfach-OveAgagays von Serumproben aus
Krebspatienten durchgefiihrt. Allerdings konnten keiher der beiden Techniken zusatzliche
GSL- nachgewiesen werden, die auf eine Tumor-Aasioni schlieRen lassen. Statistisch
signifikante Unterschiede wurden allein in den $#anzentrationen einzelner Ganglioside

entdeckt.

5.4.2.1 Assoziation mit maligner Transformation
Im  Vergleich zur Krebs-freien  Kontrollgruppe zeigtdie Gruppe der

Pankreasadenokarzinom-Patienten eine signifikambhée Konzentration von iso-CD75s-5
(VIIl °Neu5Ac-Fuc-nLc8Cer) (Abbildung 4.29). Die Differemwischen den beiden Gruppen
Ist zwar statistisch signifikant, jedoch aufgruner dhohen Varianz innerhalb der Gruppen
nicht grof3 genug, um sie in der Diagnose zur Diskiiierung von gesunden Probanden und
Krebspatienten einsetzen zu konnen. Die GrindeAshetiegs gerade dieses Gangliosids
bleiben unklar.

Magenkarzinom-Patienten zeigen im Vergleich zur tkale signifikant verringerte
Serumkonzentrationen von iso-CD75s-1 ¥u5Ac-nLc4Cer) und CD15s-9 {Xeu5Ac-
IX 3Fuc-Fuc-nLc10Cer) (Abbildung 4.32). Die Populatiorder Krebs- und Kontrollgruppe
sind in diesen Féallen ebenfalls nicht hinreicherttennt, um eine zuverlassige Diagnose zu
erzielen. Die iso-CD75s-1-Abnahme steht dabei ancWiderspruch zu Beobachtungen von
Suzukiet al, die eine Zunahme der iso-CD75s-1-Expression igévilkarzinomen feststellten
und zusatzlich auch eine Verbindung mit schlecbiéierenzierung zeigen konnten (Suzuki
et al.1991).

5.4.2.2 Assoziation mit pathologischen Parametern
Im Zusammenhang mit der Ausdehnung des Primarturpdrszeigen Magen- und

Pankreaskarzinome einen gleichgerichteten Effektid® Gruppen zeigten eine Abnahme
hochpolarer Serumganglioside mit nLc8Cer bis nLa&r2Grundstrukturen im Zuge der
fortschreitenden Krebserkrankung. In der Pankreasadarzinom-Gruppe wiesen iso-CD75s-
5, -9, -10 und -11 sowie CD15s-10, -11 und -12 ilgante Korrelationen auf (Abbildung

4.30 und Abbildung 4.33). Bei der Magenkarzinom-ggr@ wurde dies ebenfalls fir CD15s-
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12 festgestellt, wobei weitere hochpolare Gangdli@stinen analogen aber nicht statistisch
signifikanten Trend aufwiesen.

Im Zusammenhang mit der lymphogenen Streuung wiidebeide Malignome ein
umgekehrter Trend festgestellt. Sowohl in der Geupler Magenkrebs- als auch der der
Pankreaskrebs-Patienten wurde eine Zunahme von li@sidgonzentrationen mit dem
pN-Status, der Anwesenheit bzw. auch der zunehnmendezahl der regionalen
Lymphknotenmetastasen gefunden. Mit Ausnahme von15SEl0 konnte dieser
Zusammenhang bei iso-CD75s-Gangliosiden auf Basis mLc4Cer und nLc8Cer, iso-
CD75s-1, -3 und -5 bei Magenkarzinomen und bei dB5s-4 Dbei
Pankreasadenokarzinomen bestatigt werden (AbbilduBigund Abbildung 4.34).

Alle statistisch signifikanten Unterschiede in dgeren der Krebspatienten wurden auf
a2,3-sialylierte  Ganglioside  zurickgefuhrt. Fir  Makazinome als auch
Pankreasadenokarzinome ist jedoch die Uberexpressin o2,6-sialylierten CD75s-
Gangliosiden in Tumorgewebe bekannt (Nilsgbral. 1985; Distleret al. 2008b). Dennoch
konnte keine Zunahme der CD75s-Ganglioside im Sedam Krebspatienten festgestellt
werden. Dies ist vielleicht auf die bereits hohein@lkonzentration von CD75s-Gangliosiden
im Serum gesunder Individuen zurlckzufiihren. Diengwell zuséatzlich durch den Tumor
freigesetzten Gangliosidmengen waren demnach zinggeum bei den individuellen
Schwankungen zwischen den Patienten einen signiBkaAnstieg der Serum-Konzentration
hervorzurufen.

Das Auftreten von gemeinsamen, gleichgerichtetensa@umenhangen zwischen
Serumgangliosidkonzentrationen und pathologischararRetern beider Krebsarten spricht
fur die unspezifische Natur der beobachteten Edfekochpolare Ganglioside ab nLc8Cer-
Grundstrukturen nehmen unabhangig von der Krebsatt der Tumorprogression ab.
Dagegen nehmen einfadi2,3-sialylierte Ganglioside mit Grundstrukturen hisc8Cer
scheinbar allgemein im Zusammenhang mit lymphogAnebreitung zu.

Dieser Sachverhalt weist auf einen nicht direkt véomor stammenden sondern eher
systemischen Effekt hin und widerspricht der Hypsth dass eine Tumorerkrankung primar
durch die vermehrte Freisetzung von Tumorganglessidm Serum reflektiert wird -
zumindest im Fall der untersuchten Ganglioside.sDgsnerell eher eine Abnahme der
Gangliosidkonzentrationen im Serum von Krebspagiertieobachtet wurde, und nicht, wie
bei der Freisetzung von Tumorgangliosiden zu eewmareine Erhéhung gefunden wurde ist
ein weiteres Indiz. Ayabeet al. beobachteten einen ahnlichen Sachverhalt, alsinsie

Zusammenhang mit akuter lymphatischer LeukdmieneiRéckgang von GM3, GD3 und
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GM1 im Plasma feststellten. Sie vermuteten dahieieen sekundaren Effekt, der den
aufgrund der Krankheitsbedingungen veranderten [i@endrMetabolismus widerspiegelt
(Ayabeet al. 1989).

5.4.2.3 Quellen von Serumgangliosiden
Um die Hintergriinde der beobachteten Effekte gemaueklaren und mdglicherweise

vorhandene, indirekte Zusammenhange aufzuklarefit sich die Frage nach den Quellen
der durch die Krebserkrankung beeinflussten Seraglgside. Serum bzw. Plasma steht in
regem Kontakt mit Zelloberflachen des vaskularewnldinels. Aber auch Blutzellen stehen
mit ihren Zelloberflachen in stdndigem Kontakt rdierum bzw. Plasma, so dass beide
Zelltypen potenzielle Quellen der detektierten Giasgle sind.

Endothelzellen weisen eine Expression sowohl von7%3D als auch iso-CD75s-
Gangliosiden auf (nachgewiesen in HUVE@mMan umbilical vein endothelial céllavobei
die Expression von CD15s- und VIM-2-GangliosidenHWVEC und Aortaepithel jedoch
nicht festgestellt werden konnte (Mtthiagal. 1999; Cooling 1995).

Erythrozyten stellen mit 4,5 bis 5,5 Millionen Zsi/ul den grof3ten Anteil der Blutzellen
dar. Sie weisen als Hauptgangliosid GD3 auf (50-6@b4rtiber hinaus wurde die Expression
von Gangliosiden der Neolakto-Serie mit Sialyl-iSialyl-I- und ABH-Blutgruppen-
Determinanten berichtet (Hakomori 1981b, Suztkal. 1981; Stultset al. 1982; Coolinget
al. 2001). VIM-2-Strukturen konnten allerdings nichachgewiesen werden (Macher &
Beckstaed 1990).

Thrombozyten sind mit 150.000-450.000 Zellen/ul Zlieeitgréf3te Fraktion an Blutzellen
(Cohen 2007). Thrombozyten-Ganglioside besteher@@¥% aus GM3, 3-5% aus GD3;
weiterhin sind in Spuren CD15s und VIM-aktive Gaogilde vorhanden (Ferroet al. 1997,
Cooling et al. 2001). Interessanterweise scheinen die Gangliogide Serum und
Thrombozyten ein ahnliches Profil zu besitzen. @umpkt al. haben 1995 DC-Overlay-
Assays von Thrombozyten-Gangliosiden durchgefuhd GD15s-Strukturen nachgewiesen.
Die Profile der entsprechenden DC-Overlay-Assaysl siergleichbar mit denen in dieser
Arbeit erzielten CD15s-Farbungen von Serumgangl@si Es wurden teilweise verzweigte
disialylierte Glykane vorgeschlagen, da Gangliosidemeintlich gleicher Laufhohe CD15s-
und iso-CD75s-positive Termini aufwiesen. Durch Di€-Overlay-Assay-Mehrfachfarbung
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werdeagsdCD15s-positive und fukosylierte iso-
CD75s-positive Ganglioside eine sehr ahnliche, atent identische Mobilitat aufweisen,

und somit verschiedene Spezies darstellen (velgleauich CD15s-6 und iso-CD75s-5 in
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Tabelle 4.3 bzw. VIfiNeuSAc-Fuc-nLc8Cer und VANeuS5Ac-VIPFuc-nLc8Cer in
Abbildung 4.28). Die in der Mehrfach-Farbung nachigsenen Serum-Ganglioside kdnnten
somit von Thrombozyten stammen.

Leukozyten treten in Mengen von 5.000 bis 10.00M0egdA1l in humanem Blut auf. Diese
lassen sich in Untergruppen einteilen; dabei steBranulozyten und Lymphozyten den
Hauptanteil mit 54-62% bzw. 25-38% der Leukozytan @ohen 2007).

Granulozyten sind Leukozyten der myeloiden Reih& weigen ein sehr ahnliches
Gangliosid-Muster im Vergleich zum Serum. Daraufutde bereits die verwendeten
Referenzganglioside hin, die eine polare Fraktion Granulozyten-Gangliosiden darstellen.
Hier wurden Unterschiede im Wesentlichen in detdaeirezusammensetzung gefunden. Das
Uberwiegende Auftreten von C16:0-haltigen Gangliesiim Serum ist durch die bevorzugte
Freisetzung von Gangliosiden mit kurzkettigen Fetten zu erklaren (Chargg al. 1997;
Younget al. 1986).

Lymphozyten besitzen dagegen ein anderes Ganghosiger im Vergleich zu den
Granulozyten. Wahrend fast 100% der Granulozytesitipchinsichtlich CD15s und VIM-2
sind, konnte nur auf 17% der Lymphozyten CD15s gaaliesen werden (Kniegt al. 1996).
VIM-2 wurde gar nicht auf Lymphozyten gefunden (Meac & Beckstaed 1990; Kniegt al.
1996).

Ganglioside von humanen Granulozyten wurden voscheedenen Gruppen detailliert
untersucht (Metelmanet al. 2001; Lumen 2001; Nimrichtegt al. 2008). Es wurde eine
gro3es Spektrum monosialylierter und fukosyliegety-LacNAc-GSL detektiert, die der
Neolakto-Serie zugeordnet wurden und in Granulozgtark vertreten sind. Die MS-Profile
weisen eine sehr groBe Ahnlichkeit zu denen deurBganglioside auf (Metelmanet al.
2001; Nimrichteret al. 2008). Granulozyten zeigen daneben einen hoherilfart GMS3.
Fukosylierte Spezies treten im Wesentlichen ab @lec8uf und besitzen bevorzugt CD15s-
und VIM-2-Determinanten, wobei die CD15s-Strukturdrevorzugt auf hochgradig
fukosylierten Gangliosiden nachgewiesen wurden.

Aufgrund der starken Expression komplexer Gangl®sind der hohen Glykanprofil-
Ubereinstimmung sind Granulozyten wahrscheinlicheuel@n der hoch polaren
Serumganglioside. Deren Abnahme mit der Tumorpssyoa konnte somit den Rickgang
der Granulozytenzahl widerspiegeln. Dieser Zustandl auch als Leukozytopenie, im
speziellen Fall der Granulozyten auch als Agrangtise bezeichnet.

Im Kontext von Krebserkrankungen geht eine Leukogghie im Allgemeinen nur mit

einer Chemo- oder Strahlentherapie einher. Mit Absme von Patient 45 aus der

140



5 DISKUSSION

Pankreaskrebs-Gruppe, der eine Strahlentherapielterwurde jedoch kein Patient vor der
Serumentnahme solchen Therapien unterzogen.

Die Abnahme der Serumganglioside kdonnte Folge tigeraeinen Beeintrachtigung des
Immunsystems durch die Krebserkrankung sein. Tuetlerz manipulieren das Immunsystem
durch eine Vielzahl von Mechanismen, um dessen wiehung immunosurveillandezu
entkommen. Dabei wird haufig darauf ,abgezielt* d@mor-spezifischen T-Zell-Antwort zu
entgehen und unter anderem die T-Zell-Proliferaiorunterdriicken (Younet al. 1996). In
diesem Zusammenhang wird auch von der Tumor-indeniémmunsuppression gesprochen.
T-Zellen gehoren der lymphoiden Reihe der Leukazyde und weisen, wie oben bereits
erwahnt, ein geringes Mald fukosylierter CD15s- Wethe VIM-2-Ganglioside auf. Es ist
somit unwahrscheinlich, dass T-Zellen mit dem ing&€waler Tumorausdehnung beobachteten
Ruckgang derartiger Serumganglioside in Zusammenhatehen. Aul3erdem sind
Krebspatienten trotz der supprimierten Immunantwgegien den Tumor haufig auch bei
fortgeschrittenen Erkrankungen nicht immunkomprimieDas bedeutet, dass das

Immunsystem weiterhin auf Reize anspricht (Gabridbm& Hurwitz 2009).

5.4.2.4 Fazit
Die untersuchten Serumganglioside zeigen teilwgigeifikante Zusammenhange mit der

malignen Transformation und dem Stadium der Kréddsaekung. Sie stellen somit
Strukturen mit moglichem diagnostischen Nutzen d2a. sie wahrscheinlich nicht dem
Tumorgewebe sondern Zellen des Immunsystems emtstamkoénnte es der Ansatz
zukunftiger Studien sein, das Bild der Immunzellen Blut der Patienten mit dem der
Serumganglioside zu korrelieren. So konnen Zusarhdrege mit moglichen
Immunreaktionen hinsichtlich der Tumorerkrankunégadeckt werden.
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6 Zusammenfassung

Die Expression von Tumor-assoziierten Glykosphimgaén (GSL) wurde im
Zusammenhang mit Krebserkrankungen des Gastramdéisakts untersucht. GSL sind
Zelloberflachenstrukturen, die in Assoziation mdr cEntartung von Zellen ein anormales
Glykosylierungsmuster zeigen und aufgrund ihrer dsxon auf der Zelloberflache
potenzielle GSL-Zielstrukturen fur Krebstherapiearsdellen. Sie werden aber auch von
Tumorzellen freigesetzt, so dass Tumor-assozi@$e im Serum von Patienten auftreten
und dort potenzielle diagnostische Marker dargstelle

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung Tunassoziierter GSL in hepatozellularen
Karzinomen (HCC) und in Serumm von Magen- und Peadkarzinompatienten. Fur die
GSL-Analysen wurde eine Kombination aus (i) Dunmdafchromatographie (DC), (ii)
Overlay-Assay und (iii) direkter Infrarot Matrix-terstitzter Laser Desorption/lonisation
orthogonaler Flugzeit Massenspektrometrie (IR-MAITOF-MS) verwendet. Diese
Technik wurde weiterentwickelt, indem beim Overlassay eine Mehrfachfarbung
eingefuhrt wurde, die den Nachweis und die Charmsi¢eung von bis zu drei GSL-
Determinanten auf einer DC-Platte ermdglicht. DseSerfahren liefert, neben zahlreichen
anderen Vorteilen, eine erhdhte Ausbeute des Irdbaomsgehalts der zu untersuchenden
Proben.

GSL-Expression in HCC

Die Expression von Gangliosiden mit terminalen C®AInd iso-CD75s-Strukturen sowie
der neutralen GSL Laktosylceramid (LacCer), Globosylceramid (Gb3Cer) und
Globotetraosylceramid (Gb4Cer) wurde in HCC und dodbarten, normalen
Vergleichsgeweben der Leber bestimmit.

CD75s-1 (I\°"Neu5Ac-nLc4Cer) und iso-CD75s-1 (fMeuS5Ac-nLc4Cer) zeigen eine
starke Expression in normalem Leber- und HCC-Gewelbm Tumor ist das
Expressionsniveau der beiden Ganglioside unvergraggt jedoch eine erhbhte Varianz, die
auf gegensatzliche Regulierung der Expression efghli lassen. Die fehlende Korrrelation
mit der Expression der Sialyltransferasen, ST6GAh#l ST3GALG, die den jeweils finalen
Schritt in der Biosynthese katalysieren und diesdelie, dass CD75s-I und iso-CD75s-I-
Expressionen innerhalb eines Gewebes einen stathsammenhang aufweisen, deutet auf
die Regulierung Uber einen gemeinsamen Faktor Bires konnte die gemeinsame

Biosynthesevorstufe nLc4Cer sein. Die Anwendung vawtotoxischen Pflanzenlektin

142



6 ZUSAMMENFASSUNG

Viscumin, das in Kklinischen Studien als Krebsthetdjxum getestet wird und an CD75s als
Rezeptorstruktur bindet, ware eventuell im Rahmeerendividualisierten Therapie fur die
Gruppe der CD75s-Uberexprimierenden Patienten @&nkb

Die untersuchten neutralen GSL zeigen eine redezietpression in HCC, die im Fall von
Gb3Cer und LacCer signifikant ist. Shiga Toxin i e potenzielles Krebstherapeutikum,
dem Gb3Cer als Zielstruktur dient. Es eignet sigfyand dieser Ergebnisse nicht fir eine
Behandlung von HCC. Die LacCer-Expression ist imdten mit geringer Ausdehnung und
gut differenzierten Zellen besonders gering undystait fortschreitender Krankheit wieder
an. LacCer konnte somit als Marker fur Tumore inifstadium dienen. Gb4Cer zeigt ein
ahnlich reziprokes Verhalten mit der Tumorgro3é, @ine Reduktion in kleinen Tumoren,
gefolgt von einer Zunahme mit der TumorgrofRe. Disst auf zwei entgegenwirkende
Einflussfaktoren schliel3en, von denen einer mitTdansformation der Zellen verbunden ist

und der andere mit der Tumorausdehnung.

Serumganglioside von Magenkarzinom- und Pankreasadekarzinom-Patienten

Hoch komplexe Serumganglioside der Neolakto-Serierden mit Hilfe der neu
entwickelten DC-Overlay-Assay-Mehrfachfarbung gedgeb75s, CD15s (Sialyl-Lewis-x)
und iso-CD75s untersucht und mittels direkter IRINDA-0-TOF-MS charakterisiert. Es
konnten sehr komplexe monosialylierte mehrfachfykede Ganglioside mit bis zu
Hexadecasaccharid-Glykanen nachgewiesen werden,bidiger noch nicht fir Serum
beschrieben wurden. Das Profil dieser GangliosideSerum von Magenkarzinom- und
Pankreasadenokarzinom-Patienten wurde mit dem Kreles Individuen verglichen.

Patienten mit Magenkarzinomen weisen signifikanmtingerte Serumkonzentrationen von
X3Neu5Ac-IXFuc-Fuc-nLc10Cer und  RWeuS5Ac-nLc4Cer auf, Patienten  mit
Pankreasadenokarzinomen hingegen eine signifikanbhéhée Konzentration von
VIl ®Neu5Ac-Fuc-nLc8Cer. Unabhéngig von der Krebsartnkem zwei Entwicklungen im
Zusammenhang mit dem Stadium der Erkrankung fesigiesverden. Mit zunehmender
TumorgréRe zeigten hoch komplexe CD15s- und iso&3B3Zanglioside mit nLc8Cer bis
nLc12Cer-Grundstrukturen ricklaufige Serumkonzeioinan. Dagegen weisen iso-CD75s-
Ganglioside mit nLc4Cer- bis nLc8Cer-Grundstrukitureinen Zusammenhang mit der
Prasenz und Anzahl der Lymphknotenmetastasen asif.isE anzunehmen, dass diese
Veranderungen sekundare Effekte darstellen, die lion@gweise den Einfluss der

Erkrankung auf das Immunsystem widerspiegeln.
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5 DISKUSSION

Die untersuchten Serumganglioside haben teilweisenediagnostischen Nutzen, indem
sie den Verlauf der Krebserkrankung reflektierenm Uedoch ihr Protenzial voll
auszuschopfen und weitere Einsichten in funktioalsammenhange zu erlangen, muss in

zukunftigen Studien die Quelle dieser Gangliosigigedeckt werden.

144



7 LITERATUR

7 Literatur

Arai, T. et al, 1998. Lactosylceramide stimulates human neut®phiupregulate Mac-1, adhere to
endothelium, and generate reactive oxygen metalsohtvitro.Circulation Research82(5),
540-547.

Asaka, M., 2002Helicobacter pyloriinfection and gastric cancénternal Medicine (Tokyo, Japan)
41(1), 1-6.

Atkinson, B.F.et al, 1982. Gastrointestinal cancer-associated antiggnmunoperoxidase assay.
Cancer Research2(11), 4820-4823.

Ayabe, M., Shichijo, S. & Yokoyama, M.M., 1989. Qisostic value of ganglioside patterns in plasma
of human disease3ournal of Clinical Laboratory Analysi8(5), 301-306.

Barbieri, L., Battelli, M.G. & Stirpe, F., 1993. Bisome-inactivating proteins from plariochimica
Et Biophysica Actal154(3-4), 237-282.

Bennaceur, Ket al, 2009. Different mechanisms are involved in apsigt;nduced by melanoma
gangliosides on human monocyte-derived dendritis.g8lycobiology 19(6), 576-582.

Bergmann, Let al, 2008. Phase | trial of r viscumin (INN: aviscumjrgiven subcutaneously in
patients with advanced cancer: a study of the EBao®rganisation for Research and
Treatment of Cancer (EORTC protocol number 130Bajopean Journal of Canceé4(12),
1657-1662.

Beuth, Jet al, 1995. Immunomodulating ability of galactoside<fie lectin standardized and
depleted mistletoe extradrzneimittel-Forschungd5(11), 1240-1242.

Bhunia, A.K. et al., 1998. Lactosylceramide medidtanor necrosis facta-induced intercellular
adhesion molecule-1 (ICAM-1) expression and thesamiim of neutrophil in human umbilical
vein endothelial cellsThe Journal of Biological Chemistrg273(51), 34349-34357.

Bligh, E.G. & Dyer, W.J., 1959. A rapid method ofdl lipid extraction and purificatioi€anadian
Journal of Physiology and Pharmacolo@yr(8), 911-917.

Bocci, V., 1993. Mistletoe (viscum album) lectirs@ytokine inducers and immunoadjuvant in tumor
therapy. A reviewJournal of Biological Regulators and HomeostatieAty 7(1), 1-6.

Borsig, L.et al, 2002. Synergistic effects of L- and P-selectifaicilitating tumor metastasis can
involve non-mucin ligands and implicate leukocydssenhancers of metastasisoceedings
of the National Academy of Sciences of the Unitate$ of America99(4), 2193-2198.

Bortz, J. & Lienert, G.A., 200Xurzgefasste Statistik fur die klinische Forschudgringer.

Bortz, J., Lienert, G.A. & Boehnke, K., 200@erteilungsfreie Methoden in der Biostatist8pringer.

Botti, C.et al, 1998. Imnmunosuppressive factors: role in canegebpment and progressiorhe
International Journal of Biological Marker4.3(2), 51-69.

145



7 LITERATUR

Boyd, B.et al, 1994. Lipid modulation of glycolipid receptor fttion. Availability of Galg 1-4)Gal
disaccharide for verotoxin binding in natural agdtketic glycolipidsEuropean Journal of
Biochemistry / FEBR223(3), 873-878.

Boyd, W., 1954. The proteins of immune reactionddl Neurath & K. C. Bailey, ed3he proteins
Academic Press.

Brown, K.E., Anderson, S.M. & Young, N.S., 1993ytarocyte P antigen: cellular receptor for B19
parvovirus.Science (New York, N.Y262(5130), 114-117.

Brown, D.A. & London, E., 1997. Structure of detangiresistant membrane domains: does phase
separation occur in biological membranBs&@chemical and Biophysical Research
Communications240(1), 1-7.

Buchta, M., Hoper, D.W. & Sonnichsen, A, 290&5 Hammerexamen mit StudentConsult-Zugang.
Repetitorium fir den 2. Abschnitt der Arztlicheriifeng Urban & Fischer Bei Elsevier.

Burnet, F.M., 1970. The concept of immunologicalsilance.Progress in Experimental Tumor
Research. Fortschritte Der Experimentellen Tumadbung. Progrés De La Recherche
Expérimentale Des Tumeuis3, 1-27.

Bissing, A., Schaller, G. & Pflller, U., 1998. Getmn of reactive oxygen intermediates (ROI) by
the thionins from Viscum album [Anticancer Resear¢cii8(6A), 4291-4296.

Bissing, A. & Schietzel, M., 1999. Apoptosis-indugiproperties of Viscum album L. extracts from
different host trees, correlate with their contefntoxic mistletoe lectinsAnticancer
Researchl19(1A), 23-28.

Cahan, L.Det al, 1982. Identification of a human neuroectodermaldr antigen (OFA-1-2) as
ganglioside GD2Proceedings of the National Academy of Sciencdsediinited States of
America 79(24), 7629-7633.

Callies, Ret al, 1977. Characterization of the cellular bindingegbgenous gangliosiddsuropean
Journal of Biochemistry / FEB80(2), 425-432.

Cao, Y.et al, 1999. Expression of MUC1, Thomsen-Friedenreidigan, Tn, sialosyl-Tn, and2,6-
linked sialic acid in hepatocellular carcinomas aneheoplastic hepatocellular lesions.
Virchows Archiv: An International Journal of Patlgly, 434(6), 503-509.

Carr, A.et al, 2003. Immunotherapy of advanced breast canceranliteterophilic ganglioside
(NeuGcGMB3) cancer vaccingdournal of Clinical Oncology: Official Journal ohié American
Society of Clinical Oncology1(6), 1015-1021.

Chan, K. et al., 2009. MALDI mass spectrometry imggf gangliosides in mouse brain using ionic
liquid matrix. Analytica Chimica Acta639(1-2), 57-61.

Chang, F., Li, R. & Ladisch, S., 1997. Sheddingarfgliosides by human medulloblastoma cells.
Experimental Cell ResearcB34(2), 341-346.

Chatterjee, S. & Kwiterovich, P.O., 1976. Glycosgulipids of human plasma lipoproteithgpids,
11(6), 462-466.

Chatterjee, S., Kolmakova, A. & Rajesh, M., 2008gRation of lactosylceramide synthase

(glucosylceramid@1-->4 galactosyltransferase); implication as a danget.Current Drug
Targets 9(4), 272-281.

146



7 LITERATUR

Chatterjee, S. & Pandey, A., 2008. The Yin and Yaiigctosylceramide metabolism: implications in
cell function.Biochimica Et Biophysica Actd780(3), 370-382.

Cheresh, D.Aet al, 1987. An Arg-Gly-Asp-directed receptor on theface of human melanoma
cells exists in an divalent cation-dependent fumetl complex with the disialoganglioside
GD2.The Journal of Cell Biologyl05(3), 1163-1173.

Cherla, R.P., Lee, S. & Tesh, V.L., 2003. Shigartexand apoptosi&EMS Microbiology Letters
228(2), 159-166.

Chester, M.A., 1998. IUPAC-IUB Joint CommissionBiochemical Nomenclature (JCBN).
Nomenclature of glycolipids--recommendations 19Iropean Journal of Biochemistry /
FEBS 257(2), 293-298.

Chu, K.U.et al, 2000. Gangliosides as targets for immunotherappdncreatic adenocarcinoma.
Cancer 88(8), 1828-1836.

Cohen, B.J., 200Medical TerminologyLippincott Williams & Wilkins.

Cooling, L.L., Zhang, D. & Koerner, T.A., 2001. Hamplatelets express gangliosides with LKE
activity and ABH blood group activitylransfusion41(4), 504-516.

Cooling, L.L. et al., 1995. Detection in human hidqaatelets of sialyl Lewis X gangliosides, potahti
ligands for CD62 and other selecti@ycobiology 5(6), 571-581.

Cotman, M. & Kukovic, Z., 2008Mitteilung an die Presse: 2876. Tagung des Rates
Beschaftigung, Sozialpolitik, Gesundheit und Veubreerschutz, Rat der Europaischen
Union, 10414/08 (Presse 166), Luxemburg.

Dall'Olio, F., 2000. The sialyk2,6-lactosaminyl-structure: biosynthesis and fuoral role.
Glycoconjugate Journall7(10), 669-676.

Dall'Olio, F.et al, 2004. Expression ¢¥galactoside2,6 sialyltransferase and @2,6-sialylated
glycoconjugates in normal human liver, hepatocamia, and cirrhosisslycobiology 14(1),
39-49.

Dawson, G., Kruski, A.\W. & Scanu, A.M., 1976. Dibtrtion of glycosphingolipids in the serum
lipoproteins of normal human subjects and patieris hypo- and hyperlipidemiadournal
of Lipid Researchl7(2), 125-131.

Deininger, M.H. & Meyermann, R., 1998. Multiple &pe labeling by the exclusive use of alkaline
phosphatase conjugates in immunohistochemististochemistry and Cell Biology10(4),
425-430.

Derkaoui, Net al, 2007. Polyethylene glycol adsorption on siliegant bulk phase behavior to
surface phase diagratrangmuir: The ACS Journal of Surfaces and ColloRE12), 6631-
6637.

Distler, U.et al, 2008a. Matching IR-MALDI-o-TOF mass spectrometiith the TLC overlay
binding assay and its clinical application for tractumor-associated glycosphingolipids in
hepatocellular and pancreatic can@eralytical Chemistry80(6), 1835-1846.

Distler, U.et al, 2008b. Tumor-associated CD75s- and iso-CD75s!igaides are potential targets
for adjuvant therapy in pancreatic candé@olecular Cancer Therapeutic%(8), 2464-2475.

147



7 LITERATUR

Distler, U.et al, 2009. Shiga toxin receptor Gb3Cer/CD77: tumopeisgion and promising
therapeutic target in pancreas and colon caiteg One4(8), e6813.

Dole, M. et al, 1968. Molecular beams of macroiomfe Journal of Chemical Physje$9, 2240.

Dreisewerd, Ket al, 2005. Analysis of gangliosides directly from titétyer chromatography plates
by infrared matrix-assisted laser desorption/iciniraorthogonal time-of-flight mass
spectrometry with a glycerol matrignalytical Chemistry77(13), 4098-4107.

Dreisewerd, Ket al, 2006. Analysis of native milk oligosaccharideredily from thin-layer
chromatography plates by matrix-assisted laserrggen/ionization orthogonal-time-of-flight
mass spectrometry with a glycerol matdgurnal of the American Society for Mass
Spectrometryl7(2), 139-150.

Dunn, G.Pet al, 2002. Cancer immunoediting: from immunosurveitiato tumor escapblature
Immunology 3(11), 991-998.

Duvar, Set al, 1997. Isolation and structural characterizatibglgcosphingolipids ofn vitro
propagated bovine aortic endothelial ceBsycobiology 7(8), 1099-1109.

Eck, J. et al., 1999a. Cloning of the mistletogiftegene and characterization of the recombinant A-
chain.European Journal of Biochemistry / FEB®%4(3), 775-784.

Eck, J. et al., 1999b. Cloning of the mistletodifegene and characterization of the recombinant A-
chain.European Journal of Biochemistry / FEB%4(3), 775-784.

Egge, H. & Peter-Katalinic, J., 1985. Potential$agt atom bombardment mass spectrometry in the
analysis of glycoconjugates. In Burlingame, A. LC&stagnoli, N. (HrsgiMass spectrometry
in the health and life science&lsevier.

Endo, Y.et al, 1987. The mechanism of action of ricin and reldtic lectins on eukaryotic
ribosomes. The site and the characteristics ofrthdification in 28 S ribosomal RNA caused
by the toxinsThe Journal of Biological Chemistr262(12), 5908-5912.

Endo, Y. & Tsurugi, K., 1987. RNA N-glycosidaseisity of ricin A-chain. Mechanism of action of
the toxic lectin ricin on eukaryotic ribosom@$e Journal of Biological Chemistrg62(17),
8128-8130.

Endo, Y., Tsurugi, K. & Franz, H., 1988. The sifeaction of the A-chain of mistletoe lectin | on
eukaryotic ribosomes. The RNA N-glycosidase agtigitthe proteinFEBS Letters231(2),
378-380.

Falguieres, Tet al, 2008. Human colorectal tumors and metastasegex@b3 and can be targeted
by an intestinal pathogen-based delivery thtlecular Cancer Therapeutic%(8), 2498-
2508.

Farkas-Himsley, Het al, 1995. The bacterial colicin active against turgts in vitro and in vivo is
verotoxin 1.Proceedings of the National Academy of Sciencdsedinited States of
Americg 92(15), 6996-7000.

Feizi, T., 1985. Demonstration by monoclonal ardibs that carbohydrate structures of glycoproteins
and glycolipids are onco-developmental antigtaure 314(6006), 53-57.

Ferlay, J. et al., 2004. GLOBOCAN 2002: Cancerdeaoce, Mortality and Prevalence Worldwide
IARC Cancer Base No. 5. version 2§on: IARCPress

148



7 LITERATUR

Ferroni, P. et al., 1997. Ganglioside content ah&n platelets--differences in resting and activated
platelets Thrombosis and Haemostasts (3), 548-554.

Fleming, 1.D.et al, 1997.American Joint Committee on cancer: AJCC canceagistamanuab. ed.,
Philadelphia: Lippincott-Raven.

Folch, J., Lees, M. & Stanley, G.H., 1957. A simpilethod for the isolation and purification of total
lipides from animal tissuedournal of biological chemistry226(1), 497-509.

Franz, H., Ziska, P. & Kindt, A., 1981. Isolationdaproperties of three lectins from mistletoe
(Viscum album L.)The Biochemical Journall95(2), 481-484.

Franz, H., 1986. Mistletoe lectins and their A &dhains.Oncology 43 Suppl 1, 23-34.

Fujiwara, Y.et al, 2002. The Sialyl Lewis X expression in hepatoicengenesis: potential predictor
for the emergence of hepatocellular carcinoHegpato-Gastroenterology9(43), 213-217.

Fukushima, Ket al, 1984. Characterization of sialosylated Lewisx@aa®ew tumor-associated
antigen.Cancer Researght4(11), 5279-5285.

Fuster, M.M. & Esko, J.D., 2005. The sweet and sbwancer: glycans as novel therapeutic targets.
Nature Reviews Cances(7), 526-542.

Gabius, H., 2009The Sugar Codelohn Wiley & Sons.
Gabrilovich, D.I. & Hurwitz, A.A., 2008Tumor-induced immune suppressi@pringer.

Garcia, M.et al, 2007.Global Cancer Facts & Figures 200Atlanta, GA, USA: American Cancer
Society.

Gariépy, J., 2001. The use of Shiga-like toxin tancer therapyCritical Reviews in
Oncology/Hematology39(1-2), 99-106.

Garred, O., van Deurs, B. & Sandvig, K., 1995. Rimduced cleavage and activation of Shiga toxin.
The Journal of Biological Chemistrg70(18), 10817-10821.

Gey, M., 1998Instrumentelle BioanalytjkSpringer.

Gomez, A. & Tang, K., 1994. Charge and fissionrmipdets in electrostatic spray2hysics of Fluids
6, 404.

Graham, R.C., Lundholm, U. & Karnovsky, M.J., 196%tochemical demonstration
of peroxidase activity wirh 3-amino-9-ethylcarbazdlhe Journal of Histochemistry and
Cytochemistry: Official Journal of the Histochemysbociety 13, 150-152.

Graham, R.C. & Karnovsky, M.J., 1966. The earlgstaof absorption of injected horseradish
peroxidase in the proximal tubules of mouse kidndtyastructural cytochemistry by a new
techniqueThe Journal of Histochemistry and Cytochemistryfid@ Journal of the
Histochemistry Society14(4), 291-302.

Greene, F.L., Page, D.L. & Fleming, 1.D., 2002. £&J€ncer staging handbook.AdCC cancer
staging manual Springer Verlag.

Guittard, J., Hronowski, X.L. & Costello, C.E., @Direct matrix-assisted laser
desorption/ionization mass spectrometric analysgdy@osphingolipids on thin layer

149



7 LITERATUR

chromatographic plates and transfer membraRapid Communications in Mass
Spectrometry: RCML3(18), 1838-1849.

Guthmann, M.Det al, 2004. Active specific immunotherapy of melanonthwa GM3 ganglioside-
based vaccine: a report on safety and immunoggndatirnal of Immunotherapy27(6), 442-
451.

Hakomori, S., 1981a. Glycosphingolipids in cellul@eraction, differentiation, and oncogenesis.
Annual Review of Biochemisty0, 733-764.

Hakomori, S., 1981b. Blood group ABH and li antigeri human erythrocytes: chemistry,
polymorphism, and their developmental char@gminars in Hematologg8(1), 39-62.

Hakomori, Set al, 1983. A monoclonal antibody directed to N-acetyiraminosyle 2 leads to 6-
galactosyl residue in gangliosides and glycopraetdihe Journal of Biological Chemistry
258(19), 11819-11822.

Hakomori, S., 1985. Aberrant glycosylation in canosl membranes as focused on glycolipids:
overview and perspectiveSancer Researci5(6), 2405-2414.

Hakomori, S., 1996. Tumor malignancy defined byrede glycosylation and sphingo(glyco)lipid
metabolismCancer Resear¢tb6(23), 5309-5318.

Hakomori, S., 2002. Inaugural Article: The glycoapse Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of Amer&&(1), 225-232.

Hakomori, S., 2003. Structure, organization, amttfion of glycosphingolipids in membrar@urrent
Opinion in Hematologyl10(1), 16-24.

Hakomori, S., 2009. Glycosynaptic microdomains aahibg tumor cell phenotype through alteration
of cell growth, adhesion, and motilityEBS Letters[doi:10.1016/j.febslet.2009.10.065].

Hamanaka, Y., Hamanaka, S. & Suzuki, M., 1996 .yBladwis(a) ganglioside in pancreatic cancer
tissue correlates with the serum CA 19-9 lelPaincreas13(2), 160-165.

Hamilton, S.R. & Aaltonen, L.A., 2000Vorld Health Organization Classification of Tumours
Pathology and Genetics of Tumours of the DigeSi&temIARC Press.

Hanfland, P., 1978. Isolation and purification @wis blood-group active glycosphingolipids from
the plasma of human O Leb individugsiropean Journal of Biochemistry / FEB& (1),
161-170.

Hanfland, P. et al., 1984. Purification and strueswf branched blood-group-B-active
glycosphingolipids from human erythrocyte membrag&esopean Journal of Biochemistry /
FEBS 145(3), 531-542.

Hartgrink, H.H. et al., 2009. Gastric candesincet 374(9688), 477-490.

Hedlund, M.et al,, 2008.0. 2-6-Linked sialic acids on N-glycans modulate gama differentiation
in vivo. Cancer Researcto8(2), 388-394.

Heffer-Lauc, M. et al., 2005. Membrane redistribntof gangliosides and

glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins aib tissue sections under conditions of
lipid raft isolation.Biochimica Et Biophysica Actd686 3, 200-208.

150



7 LITERATUR

Heffer-Lauc, M. et al., 2007. Effects of detergemtsthe redistribution of gangliosides and GPI-
anchored proteins in brain tissue sectidige Journal of Histochemistry and Cytochemistry:
Official Journal of the Histochemistry Socighb(8), 805-812.

Heitger, A. & Ladisch, S., 1996. Gangliosides blacitigen presentation by human monocytes.
Biochimica Et Biophysica Actd303(2), 161-168.

Hellemans, Jet al, 2007. gBase relative quantification framework aoftware for management and
automated analysis of real-time quantitative PCR.dzenome Biology8(2), R19.

Hesse, Aet al, 2008. Simple and universal tool to remove on-impurities in mono- or two-
dimensional liquid chromatography-mass spectronetgtysisJournal of Chromatography.
A, 1189(1-2), 175-182.

Hillenkamp, F. & Peter-Kataligj J., 2007MALDI MS Wiley-VCH.

Hinwood, B.G., 1992A textbook of science for the health professidledson Thornes.

Hoessli, D.C. & Ahmad, I., 2008. Mistletoe LectilZarbohydrate-Specific Apoptosis Inducers and
ImmunomodulatorsCurrent Organic Chemistryl2(11), 918-925.

Hoffmann, E.D. & Stroobant, V., 200Fass spectrometryViley-Interscience.

Holt, S.J. & Sadler, P.W., 1958. Studies in enzygytechemistry. Ill. Relationships between
solubility, molecular association and structurénisigoid dyesProceedings of the Royal
Society of London. Series B, Containing PapersBibéogical Character. Royal Society
(Great Britain) 148(933), 495-505.

Horneber, M.Aet al, 2008. Mistletoe therapy in oncologyochrane Database of Systematic
Reviews (Onling)X2), CD003297.

Horner, M.et al, 2009.SEER Cancer Statistics Review 1975-2@hesda, MD. USA: National
Cancer Institute.

Iribarne, J.V. & Thomson, B.A., 1976. On the evaion of small ions from charged droplefsie
Journal of Chemical Physicé4, 2287.

Ishikawa, D. & Taki, T., 2000. Thin-layer chromataghy blotting using polyvinylidene difluoride
membrane (far-eastern blotting) and its applicatibtethods in Enzymolog$12, 145-157.

Ito, A. et al, 2001. Binding specificity of siglec? to disialoggiosides of renal cell carcinoma:
possible role of disialogangliosides in tumor pesgion FEBS Letters498(1), 116-120.

Iwamoto, T. et al., 2001. Lactosylceramide is esakfor the osteoclastogenesis mediated by
macrophage-colony-stimulating factor and recepttivator of nuclear factor-kappa B ligand.
The Journal of Biological Chemistr276(49), 46031-46038.

Jaggy, Cet al, 1995. Quantitative determination of lectins irsti@toe preparationgrzneimittel-
Forschung 45(8), 905-909.

Janssen, J. & Laatz, W., 20@&tatistische Datenanalyse mit SPSS fur Wind&gsnger.

Jensen, Cet al, 1987. Complexity of the influence of gangliosideshistamine release from human
basophils and rat mast cellggents and Action21(1-2), 79-82.

151



7 LITERATUR

Johannes, L. & Decaudin, D., 2005. Protein toximgsacellular trafficking for targeted theraggene
Therapy 12(18), 1360-1368.

Johanson, R.Aet al, 2007. Phosphatidylcholine removal from braindipiktracts expands lipid
detection and enhances phosphoinositide quanidital matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) nss spectrometrnAnalytical
Biochemistry 362(2), 155-167.

Johansson, L. & Miller-Podraza, H., 1998. Analy#i8- and 6-linked sialic acids in mixtures of
gangliosides using blotting to polyvinylidene ddhlide membranes, binding assays, and
various mass spectrometry techniques with apptinat recognition by Helicobacter pylori.
Analytical Biochemistry265(2), 260-268.

Johansson, L., Johansson, P. & Miller-Podrazal 889. Detection by the lectins from Maackia
amurensis and Sambucus nigra of 3- and 6-linkdid sieid in gangliosides with neolacto
chains separated on thin-layer chromatograms aitktlito PVDF membrane&nalytical
Biochemistry267(1), 239-241.

Johansson, Bet al, 2009. Expression of verotoxin-1 receptor Gb3rgalst cancer tissue and
verotoxin-1 signal transduction to apopto&8i8IC Cancey 9, 67.

Joshi, O. & McGuire, J., 2009. Adsorption behawblysozyme and Tween 80 at hydrophilic and
hydrophobic silica-water interfaceSpplied Biochemistry and Biotechnolodyp2(2), 235-
248.

Kaegqi, E., 1998. Unconventional therapies for cargelscador. Task Force on Alternative Therapies
of the Canadian Breast Cancer Research Initia@i#AJ: Canadian Medical Association
Journal = Journal De I'Association Medicale Canaute 158(9), 1157-1159.

Kakugawa, Y. et al., 2002. Up-regulation of plagmeambrane-associated ganglioside sialidase
(Neu3) in human colon cancer and its involvemerapoptosis suppressidaroceedings of
the National Academy of Sciences of the UnitedeStat America99(16), 10718-10723.

Kaneko, Y. et al., 1995. Expression of @Gdl,4GIcNAca 2,6-sialyltransferase and2,6-linked
sialoglycoconjugates in normal human and rat tisstiee Journal of Histochemistry and
Cytochemistry43(9), 945-954.

Kannagi, R., 1997. Carbohydrate-mediated cell adhesvolved in hematogenous metastasis of
cancerGlycoconjugate Journall4(5), 577-584.

Kannagi, R., 2000. Monoclonal anti-glycosphingalipintibodiesMethods in Enzymolog$12, 160-
179.

Kannagi, Ret al, 2004. Carbohydrate-mediated cell adhesion inerametastasis and angiogenesis.
Cancer Science5(5), 377-384.

Kannagi, Ret al, 1983. Factors affecting expression of glycolipichor antigens: influence of
ceramide composition and coexisting glycolipid lbe antigenicity of gangliotriaosylceramide
in murine lymphoma cell€Cancer Researgh#3(10), 4997-5005.

Kannagi, Ret al, 2008. Current relevance of incomplete synthasisreeo-synthesis for cancer-
associated alteration of carbohydrate determindtag&omori's concepts revisiteliochimica
Et Biophysica Actal780(3), 525-531.

Karas, M. & Hillenkamp, F., 1988. Laser desorpiimmization of proteins with molecular masses
exceeding 10,000 daltonsnalytical Chemistry60(20), 2299-2301.

152



7 LITERATUR

Karas, M.et al, 1989a. Ultraviolet-laser desorption/ionizationamapectrometry of femtomolar
amounts of large proteinBiomed. Environ. Mass Spectrph8(9), 841-843.

Karas, M.et al, 1989b. Laser desorption/ionization mass spectirgnoé proteins of mass 100 000 to
250 000 daltonAngewandte Chemie International Edition in Englid8(6), 760—761.

Kawamura, Y.I. et al., 2008. DNA hypermethylatiamtributes to incomplete synthesis of
carbohydrate determinants in gastrointestinal qa@astroenterology135(1), 142-151.

Kiarash, A., Boyd, B. & Lingwood, C.A., 1994. Glygghingolipid receptor function is modified by
fatty acid content. Verotoxin 1 and verotoxin 2eferentially recognize different
globotriaosyl ceramide fatty acid homologu&ke Journal of Biological Chemistr@69(15),
11138-11146.

Kiguchi, K. et al, 2006. Characteristic expression of globotriaegyhmide in human ovarian
carcinoma-derived cells with anticancer drug resisé.Cancer Science7(12), 1321-1326.

Kim, S. & Kim, T., 2003. Selection of optimal intel controls for gene expression profiling of liver
diseaseBioTechniques35(3), 456-458, 460.

Kirsch, S.et al, 2009. On-line nano-HPLC/ESI QTOF MS monitoringu@f3 anda2-6 sialylation in
granulocyte glycosphingolipidomBiological Chemistry390(7), 657-672.

Kitagawa, H. & Paulson, J.C., 1994. Differentiapeession of five sialyltransferase genes in human
tissuesThe Journal of Biological Chemistrg269(27), 17872-17878.

Kloppel, T.M.et al, 1977. Glycolipid-bound sialic acid in serum: ieased levels in mice and
humans bearing mammary carcinonfamceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America4(7), 3011-3013.

Kniep, B. et al., 1996. The CDw65 monoclonal ardibs VIM-8 and VIM-11 bind to the neutral
glycolipid V3FucnLc8CerJournal of Biochemistryl19(3), 456-462.

Kojima, N. & Hakomori, S., 1991. Synergistic effetttwo cell recognition systems:
glycosphingolipid-glycosphingolipid interaction amdegrin receptor interaction with
pericellular matrix proteinGlycobiology 1(6), 623-630.

Kolter, T., Proia, R.L. & Sandhoff, K., 2002. Comhtorial ganglioside biosynthesiEhe Journal of
Biological Chemistry277(29), 25859-25862.

Kong, Y., Li, R. & Ladisch, S., 1998. Natural form&shed tumor gangliosideBiochimica Et
Biophysica Actal394(1), 43-56.

Kovbasnjuk, Oet al, 2005. The glycosphingolipid globotriaosylceramidéhe metastatic
transformation of colon cancd®roceedings of the National Academy of Scienctseof
United States of Americd02(52), 19087-19092.

Krauspenhaar, Ret al, 1999. Crystal structure of mistletoe lectin Ifr&/iscum albumBiochemical
and Biophysical Research Communicatid®2s7(2), 418-424.

Krzewinski-Recchi, Met al, 2003. Identification and functional expressioracdfecond humaft

galactosider2,6-sialyltransferase, ST6Gal Huropean Journal of Biochemistry / FEBS
270(5), 950-961.

153



7 LITERATUR

Kufe, D.W., Holland, J.F. & Frei, E. eds., 20@ancer medicin®. ed., Hamilton (Canada): BC
Decker.

Kundu, S.K.et al, 1985. Glycosphingolipids of human plasmachives of Biochemistry and
Biophysics238(2), 388-400.

LaCasse, E.Cet al, 1999. Shiga-like toxin-1 receptor on human breaster, lymphoma, and
myeloma and absence from CD34(+) hematopoietic stdist implications for ex vivo tumor
purging and autologous stem cell transplanta&ood, 94(8), 2901-2910.

Ladisch, S., Becker, H. & Ulsh, L., 1992. Immunogstgssion by human gangliosides: I. Relationship
of carbohydrate structure to the inhibition of Tl cesponsesBiochimica Et Biophysica Acta
1125(2), 180-188.

Ladisch, Set al, 1984. Modulation of the immune response by gasgles. Inhibition of adherent
monocyte accessory function in vitfthe Journal of Clinical Investigatiof4(6), 2074-2081.

Ladisch, S. & Wu, Z.L., 1985. Detection of a tum@associated ganglioside in plasma of patients with
neuroblastoma.ancet 1(8421), 136-138.

Ladisch, Set al, 1987. Shedding of GD2 ganglioside by human ndasbbma nternational Journal
of Cancer. Journal International Du Can¢&9(1), 73-76.

Lai, I. et al., 2002. Comparison of serum CA72-EACTPA, CA19-9 and CA125 levels in gastric
cancer patients and correlation with recurreitspato-Gastroenterology9(46), 1157-1160.

Lauc, G. & Heffer-Lauc, M., 2006. Shedding and Uptaf gangliosides and
glycosylphosphatidylinositol-anchored proteiBschimica Et Biophysica Actd760(4),
584-602.

Levery, S.B., 2005. Glycosphingolipid structuraabysis and glycosphingolipidomicllethods in
Enzymology405, 300-369.

Li, R.X. & Ladisch, S., 1991. Shedding of human neélastoma gangliosideBiochimica Et
Biophysica Acta1083(1), 57-64.

Lindberg, A.A.et al, 1987. Identification of the carbohydrate recefitorShiga toxin produced by
Shigella dysenteriae type The Journal of Biological Chemistr262(4), 1779-1785.

Lo, H.S.et al, 1980. Serum gangliosides in cerebral astrocyt@maals of Neurology8(5), 534-538.

Loboda, A.V., Ackloo, S. & Chernushevich, 1.V., 2R high-performance matrix-assisted laser
desorption/ionization orthogonal time-of-flight nsespectrometer with collisional cooling.
Rapid Communications in Mass Spectrometry: RCF{22), 2508-2516.

Lottspeich, F. & Engels, J.W., 200Bioanalytik Spektrum Akademischer Verlag.

Limen, R., 2001solierung und strukturelle Charakterisierung vorSElektin-bindenden
Gangliosiden aus humanen GranulozytBissertation, Technische Fakultat der Universitat
Bielefeld.

Luther, P. & Becker, H., 198Die Mistel Springer-Verlag.

Mabed, M., El-Helw, L. & Shamaa, S., 2004. Phas#uty of viscum fraxini-2 in patients with
advanced hepatocellular carcinorBaitish Journal of Cancer90(1), 65-69.

154



7 LITERATUR

Macher, B.A. & Beckstead, J.H., 1990. DistributmfiVIM-2 and SSEA-1 glycoconjugate epitopes
among human leukocytes and leukemia celsikemia Researci4(2), 119-130.

Magnani, J.L., Smith, D.F. & Ginsburg, V., 1980.t&¢ion of gangliosides that bind cholera toxin:
direct binding of 125I-labeled toxin to thin-layeiromatogramsinalytical Biochemistry
109(2), 399-402.

Manzi, A.E.et al, 1990. Biosynthesis and turnover of O-acetyl arachityl groups in the
gangliosides of human melanoma cellse Journal of Biological Chemistrg65(22), 13091-
13103.

Marquina, Get al, 1996. Gangliosides expressed in human breasec&ancer Researctb6(22),
5165-5171.

Martin, S.F., Williams, N. & Chatterjee, S., 20Qfctosylceramide is required in apoptosis induced
by N-SmaseGlycoconjugate Journalk3(3-4), 147-157.

Matsuura, Net al, 1997. Increased level of circulating adhesionenoles in the sera of breast cancer
patients with distant metastasé@apanese Journal of Clinical Oncoladd7(3), 135-139.

McKallip, R., Li, R. & Ladisch, S., 1999. Tumor ggiosides inhibit the tumor-specific immune
responseJournal of Immunology (Baltimore, Md.: 195063(7), 3718-3726.

Meisen, I., Peter-Katalij J. & Mithing, J., 2003. Discrimination of neoladeries gangliosides with
a2-3- anda2-6-linked N-acetylneuraminic acid by nanoelectragponization low-energy
collision-induced dissociation tandem quadrupold-TN5. Analytical Chemistry75(21),
5719-5725.

Meisen, I., Peter-Katalij J. & Mthing, J., 2004. Direct analysis of siligal extracts from
immunostained glycosphingolipids by nanoelectrogpraization quadrupole time-of-flight
mass spectrometrpnalytical Chemistry76(8), 2248-2255.

Meisen, l.et al, 2005. Application of combined high-performanciafayer chromatography
immunostaining and nanoelectrospray ionization quaale time-of-flight tandem mass
spectrometry to the structural characterizatiohigh- and low-affinity binding ligands of
Shiga toxin 1Rapid Communications in Mass Spectromel8(24), 3659-3665.

Meisen, I., Peter-Katalij J. & Miithing, J., 2003. Discrimination of neolaeries gangliosides with
a2-3- anda2-6-linked N-acetylneuraminic acid by nanoelectragponization low-energy
collision-induced dissociation tandem quadrupold-TN5. Analytical Chemistry75(21),
5719-5725.

Merritt, W.D., Der-Minassian, V. & Reaman, G.H.,.9¥9 Increased GD3 ganglioside in plasma of
children with T-cell acute lymphoblastic leukemigukemia: Official Journal of the
Leukemia Society of America, Leukemia Research, g 8(5), 816-822.

Metelmann, W., Peter-Katalif)iJ. & Muthing, J., 2001. Gangliosides from humaanglocytes: a
nano-ESI QTOF mass spectrometry fucosylation stdidgw abundance species in complex
mixtures.Journal of the American Society for Mass Spectroméf(8), 964-973.

Mihailova, A., Lundanes, E. & Greibrokk, T., 20@Betermination and removal of impurities in 2-D
LC-MS of peptidesJournal of Separation Scienc29(4), 576-581.

Miller, H.C. & Esselman, W.J., 1975. Modulationtbé immune response by antigen-reactive
lymphocytes after cultivation with gangliosiddsurnal of Immunologyl15(3), 839-843.

155



7 LITERATUR

Modak, S. & Cheung, N.V., 2007. Disialogangliostieected immunotherapy of neuroblastoma.
Cancer Investigation25(1), 67-77.

Mody, R., Joshi, S. & Chaney, W., 1995. Use ofifexcas diagnostic and therapeutic tools for cancer.
Journal of Pharmacological and Toxicological Metlsp83(1), 1-10.

Moisenovic, M.et al, 2002. Differences in endocytosis and intracetlatating of ricin and viscumin
in 3T3 cells.European Journal of Cell Biolog®1(10), 529-538.

Murray, L.J.et al, 1985. Expression of Burkitt lymphoma-associatetipen (defined by the
monoclonal antibody 38.13) on both normal and nmaig germinal-centre B cells.
International Journal of Cancer. Journal Internatial Du Cancey 36(5), 561-565.

Muthing, J., 1996. High-resolution thin-layer chratography of ganglioside3dournal of
Chromatography. A720(1-2), 3-25.

Muthing, J.et al, 1999. Isolation and structural characterizatibglpcosphingolipids of in vitro
propagated human umbilical vein endothelial c&lycobiology 9(5), 459-468.

Muthing, J., 2001. Chemical Biology and Biomedici@dycolipids and Glycosphingolipids. In B. O.
Fraser-Reid, K. Tatsuta, & J. Thiem, e@$ycoscience: chemistry and chemical biology I-11I
Springer, Heidelberg.

Muthing, J.et al, 2002. Preferential binding of the anticancer divigcumin (recombinant mistletoe
lectin) to terminallyn2-6-sialylated neolacto-series gangliosidelycobiology 12(8), 485-
497.

Muthing, J.et al, 2004. Mistletoe lectin | is a sialic acid-specifectin with strict preference to
gangliosides and glycoproteins with terminal NeubA:6Galp 1-4GIcNAc residues.
Biochemistry43(11), 2996-3007.

Muthing, J.et al, 2005. Tumor-associated CD75s gangliosides ands€beéaring glycoproteins with
NeuS5Am2-6Gapl-4GIcNAc-residues are receptors for the anticadogg rViscumin.The
FASEB Journgl19(1), 103-105.

Muthing, J.et al, 2009. Shiga toxins, glycosphingolipid diversiyd endothelial cell injury.
Thrombosis and Haemostasi®1(2), 252-264.

Muthing, J. & Distler, U., 2009. Advances on thenpmsitional analysis of glycosphingolipids
combining thin-layer chromatography with mass sj@eoetry.Mass Spectrometry Reviews
[doi 10.1002/mas.20253].

Mutschler, E., 1986ArzneimittelwirkungenStuttgart: Wissenschaftliche Verlagsgesellschatft.

Myoga, A.et al, 1988. Detection of patients with cancer by moaoal antibody directed to
lactoneotetraosylceramide (paraglobosi@gncer Research8(6), 1512-1516.

Nakagoe, Tet al, 2002. Predictive factors for preoperative serewels of sialy Lewis(x), sialyl
Lewis(a) and sialyl Tn antigens in gastric canaignts. Anticancer Resear¢l22(1A), 451-
458.

Nakamura, Ket al, 2006. Structural characterization of neutral ggghingolipids by thin-layer

chromatography coupled to matrix-assisted lasesrgésen/ionization quadrupole ion trap
time-of-flight MS/MS. Analytical Chemistry78(16), 5736-5743.

156



7 LITERATUR

Nature Reviews, 2009. Immunotherapy shows promigtghase Ill neuroblastoma tridlature
Reviews. Drug Discoverg(8), 604.

Negroni, E. et al., 1996. Evaluation of the effig of an assay procedure for gangliosides in human
serum.Glycoconjugate Journall3(3), 347-352.

Neumann, M. & Gabel, D., 2002. Simple method faluction of autofluorescence in fluorescence
microscopy.The Journal of Histochemistry and Cytochemistryficil Journal of the
Histochemistry Societyp0(3), 437-439.

Nilsson, O. & Svennerholm, L., 1982. Characterzai&énd quantitative determination of gangliosides
and neutral glycosphingolipids in human livéournal of Lipid Researct23(2), 327-334.

Nilsson, O.et al, 1985. Monoclonal antibodies raised against NewR&eSneolactotetraosylceramide
detect carcinoma-associated gangliosi@&schimica Et Biophysica Act835(3), 577-583.

Nimrichter, L.et al, 2008. E-selectin receptors on human leukoc@ksd 112(9), 3744-3752.

Nomura, A.et al, 1991. Helicobacter pylori infection and gast@anoma among Japanese
Americans in HawaiiThe New England Journal of Medicir825(16), 1132-1136.

Nudelman, Eet al, 1982. Characterization of a human melanoma-aasatganglioside antigen
defined by a monoclonal antibody, 4The Journal of Biological Chemistr257(21), 12752-
12756.

Okajima, T.et al, 1999. Molecular cloning of a nove2,3-sialyltransferase (ST3Gal VI) that
sialylates type Il lactosamine structures on glyotgins and glycolipidsThe Journal of
Biological Chemistry274(17), 11479-11486.

Olshefski, R. & Ladisch, S., 1996. Intercellulartsfer of shed tumor cell gangliosidEEBS Letters
386(1), 11-14.

Olsnes, Set al, 1982. Isolation and characterization of viscumimgxic lectin from Viscum album L.
(mistletoe).The Journal of Biological Chemistrg57(22), 13263-13270.

Oosterwijk, E.et al, 1991. Monoclonal antibodies against @dl-4Galp 1-4Glc (Pk, CD77)
produced with a synthetic glycoconjugate as immemogeactivity with carbohydrates, with
fresh frozen human tissues and hematopoietic turmesnational Journal of Cancer.
Journal International Du Cance#r8(6), 848-854.

Osorio, M.et al, 2008. Heterophilic NeuGcGM3 ganglioside cancerciz in advanced melanoma
patients: results of a Phase Ib/lla studgncer Biology & Therapy7(4), 488-495.

Paganuzzi, Met al, 2003. Prognostic role of serum sialyl Lewisx (&B)Lin colorectal cancer.
Oncology 65(1), 52-59.

Parkin, D.M., Pisani, P. & Ferlay, J., 1999. Globahcer statistic€A: A Cancer Journal for
Clinicians 49(1), 33-64, 1.

Parsonnet, Et al, 1997. Risk for gastric cancer in people with Campsitive or CagA negative
Helicobacter pylori infectionGut, 40(3), 297-301.

Pascher, I., 1976. Molecular arrangements in splipigs. Conformation and hydrogen bonding of

ceramide and their implication on membrane statalitd permeabilityBiochimica Et
Biophysica Actpa455(2), 433-451.

157



7 LITERATUR

Paulson, J.C., Weinstein, J. & Schauer, A., 198%uUk-specific expression of sialyltransfera3ées
Journal of Biological Chemistry264(19), 10931-10934.

Perez, C.Aet al, 2002. Serum total gangliosides and TA90-IC levetsel immunologic markers in
colorectal cancelCancer Journgl8(1), 55-61.

Peter-Katalint, J. & Egge, H., 1990. Desorption mass spectronatglycosphingolipidsMethods in
Enzymology193, 713-733.

Peumans, W.&t al, 1996. Isolation and partial characterization efall chitin-binding lectin from
mistletoe (Viscum alboumfEEBS Letters396(2-3), 261-265.

Portoukalian, Jet al, 1978. Alteration of gangliosides in plasma ardiaells of humans bearing
melanoma tumor®iochemical and Biophysical Research Communicati®s3), 916-920.

Portoukalian, Jet al, 1989. Tumor size-dependent elevations of serurglgssides in patients with
head and neck carcinom@ochemistry Internationall8(4), 759-765.

Portoukalian, Jet al, 1993. Shedding of GD2 ganglioside in patientdwétinoblastoma.
International Journal of Cancer. Journal Internatial Du Cancey53(6), 948-951.

Pukel, C.Set al, 1982. GD3, a prominent ganglioside of human netan Detection and
characterisation by mouse monoclonal antibddhe Journal of Experimental Medicine
155(4), 1133-1147.

Pusztai, A., Bardocz, S. & Ewen, S.W.B., 2008. Usfgdlant lectins in bioscience and biomedicine.
Frontiers in Bioscience: A Journal and Virtual Lény, 13, 1130-1140.

Radi, B., Vukeli, Z. & Bognar, S.K., 2008. Serum gangliosides itiguais with brain tumors.
Collegium AntropologicugB2 Suppl 1, 171-175.

Radsak, K., Schwarzmann, G. & Wiegandt, H., 1982di8s on the cell association of exogenously
added sialo-glycolipidddoppe-Seyler's Zeitschrift Fir Physiologische Cle®63(3), 263-
272.

Ragupathi, Get al, 2003. Consistent antibody response against gaigéi GD2 induced in patients
with melanoma by a GD2 lactone-keyhole limpet heyaon conjugate vaccine plus
immunological adjuvant QS-2Clinical Cancer Research: An Official Journal okth
American Association for Cancer Researgfil4), 5214-5220.

Ravindranath, M.Het al, 2003. Serum total ganglioside level correlatet wiinical course in
melanoma patients after immunotherapy with therapeancer vaccinelournal of
Immunotherapy26(3), 277-285.

Reich, E. & Schibli, A., 200High-performance thin-layer chromatography for tn@alysis of
medicinal plantsThieme.

Ribéreau-Gayon, Gt al, 1986. Comparison of the effects of fermentedwanfdrmented mistletoe
preparations on cultured tumor celBncology 43 Suppl 1, 35-41.

Rohlfing, A.et al, 2007. IR-MALDI-MS analysis of HPTLC-separated ppbolipid mixtures
directly from the TLC plateAnalytical Chemistry79(15), 5793-5808.

Rozen, S. & Skaletsky, H., 2000. Primer3 on the WWéWgeneral users and for biologist
programmersMethods in Molecular Biologyl32, 365-386.

158



7 LITERATUR

Saito, T. & Hakomori, S.I., 1971. Quantitative esidn of total glycosphingolipids from animal cells
Journal of Lipid Researcii2(2), 257-259.

Sakai, N., Okada, Y. & Tsuji, T., 1997. Increaserus levels of the carrier molecules of the
carbohydrate antigen sialyl Lewis X in liver diseag\cta Medica Okayama&1(2), 79-85.

Salhia, B.et al, 2002. The treatment of malignant meningioma weétotoxin.Neoplasia 4(4), 304-
311.

Samtleben, Ret al, 1999. Mistletoe lectins as immunostimulantes ifulsé&y, pharmacology and
clinic). In H. Wagner, edmmunomodulatory agents from plantSirkhauser, p. 390.

Sandhoff, K. & Kolter, T., 2003. Biosynthesis arefjdadation of mammalian glycosphingolipids.
Philosophical Transactions of the Royal Societyafdon. Series B, Biological Sciences
358(1433), 847-861.

Sandvig, K. & van Deurs, B., 2002. Membrane tradfiploited by protein toxingnnual Review of
Cell and Developmental Biolog$8, 1-24.

Sata, Tet al, 1991. Expression af 2,6-linked sialic acid residues in neoplastic tattin normal
human colonic mucosa. A lectin-gold cytochemicatlgtwith Sambucus nigra and Maackia
amurensis lectind.he American Journal of Patholog}39(6), 1435-1448.

Schoffski, Pet al, 2004. Phase | trial of intravenous aviscuminageWmin) in patients with solid
tumors: a study of the European Organization faeech and Treatment of Cancer New
Drug Development Grougsnnals of Oncology: Official Journal of the Europe8ociety for
Medical Oncology / ESMA5(12), 1816-1824.

Schoffski, Pet al, 2005. Weekly 24 h infusion of aviscumine (rViséojna phase | study in patients
with solid tumoursEuropean Journal of Canced1(10), 1431-1438.

Schwartz, M.M., 2002ZEncyclopedia of materials, parts, and finish€RC Press.

Schwarzmann, Get al, 1983. Incorporation of ganglioside analogues fittimblast cell membranes.
A spin-label studyBiochemistry 22(21), 5041-5048.

Schweppe, C.Het al, 2008. Glycosphingolipids in vascular endotheatlls: relationship of
heterogeneity in Gb3Cer/CD77 receptor expressitin eifferential Shiga toxin 1
cytotoxicity. Glycoconjugate Journak5(4), 291-304.

Seligman, A.Met al, 1968. Nondroplet ultrastructural demonstratioicygbchrome oxidase activity
with a polymerizing osmiophilic reagent, diaminobelne (DAB). The Journal of Cell
Biology, 38(1), 1-14.

Senn, H.Jet al, 1989. Gangliosides in normal human serum. Conagon, pattern and transport by
lipoproteins.European Journal of Biochemistry / FEBIB1(3), 657-662.

Senn, H.Jet al, 1990. Altered concentrations, patterns and 8igtion in lipoproteins of serum
gangliosides in liver diseases of different etigdsgJournal of Hepatologyl1(3), 290-296.

Shaposhnikova, G.&t al, 1984. Shedding of gangliosides from tumor cefigahds on cell density.
European Journal of Biochemistry / FEBISI0(3), 567-570.

Shen, J.Xet al, 2005. Minimization of ion suppression in LC-MS/M8alysis through the
application of strong cation exchange solid-phageaetion (SCX-SPE)ournal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysi¥(2), 359-367.

159



7 LITERATUR

Shen, Wet al, 2005. Modulation of CD4 Th cell differentiatioy anglioside GD1a in vitro.
Journal of Immunologyl75(8), 4927-4934.

Simons, K. & Ikonen, E., 1997. Functional raftxail membranedNature 387(6633), 569-572.

Simpson, M.A. et al., 2004. Infantile-onset sympatimepilepsy syndrome caused by a homozygous
loss-of-function mutation of GM3 syntha$¢ature Genetics36(11), 1225-1229.

Sonnenburg, J.L., van Halbeek, H. & Varki, A., 20@haracterization of the acid stability of
glycosidically linked neuraminic acid: use in deteg de-N-acetyl-gangliosides in human
melanomaThe Journal of Biological Chemistrg77(20), 17502-17510.

Souady, Jet al, 2009. Structural profiling of individual glycosplgolipids in a single thin-layer
chromatogram by multiple sequential immunodeteatiatiched with Direct IR-MALDI-o0-
TOF mass spectrometrinalytical Chemistry81(22), 9481-9492.

Souady, Jet al, 2010. Software utilities for the interpretatidhneass spectrometric data of
glycoconjugates: application to glycosphingolippdéiuman serunRapid Communications
in Mass Spectrometryakzeptiert).

Stauder, H. & Kreuser, E.D., 2002. Mistletoe exsatandardised in terms of mistletoe lectins (WL |
in oncology: current state of clinical resear©mkologie 25(4), 374-380.

Stein, G.M.et al, 1999. Thionins from Viscum album L: influencetbé& viscotoxins on the activation
of granulocytesAnticancer Resear¢ti9(2A), 1037-1042.

Steiner, R., 1990Geisteswissenschaft und MedjZRudolf-Steiner-Verl.

Stirpe, Fet al, 1982. Action of viscumin, a toxic lectin from rietoe, on cells in cultur&he
Journal of Biological Chemistr257(22), 13271-13277.

Subbaiah, P.V., 2000. Determination and Clinicgh8icance of Phospholipids. In N. Rifai, G. R.
Warnick, & M. H. Dominiczak, edd¢dandbook of lipoprotein testingAmer. Assoc. for
Clinical Chemistry.

Sugiura, Y. et al., 2008. Imaging mass spectrontetrignology and application on ganglioside study;
visualization of age-dependent accumulation of G20glioside molecular species in the
mouse hippocampuPloS One 3(9), e3232.

Sunayama, T., Okada, Y. & Tsuiji, T., 1993. Elevgilsma levels of a carbohydrate antigen, sialyl
Lewis X, in liver diseasesournal of Hepatology19(3), 451-458.

Suzuki, A. et al., 1981. Glycosphingolipids of K5&&lIs: a chemical and immunological analysis.
International Journal of CanceR8(3), 271-276.

Suzuki, Y. et al., 1991. A new monoclonal antibalitgcted to sialyb 2-3lactoneotetraosylceramide
and its application for detection of human gastestinal neoplasmsournal of
Biochemistry 109(2), 354-360.

Svennerholm, L., 1963. Chromatographic separatidruman brain gangliosidedournal of
Neurochemistryl10, 613-623.

Tai, T.et al, 1983. Ganglioside GM2 as a human tumor antigdfA{B1). Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United Stdtésnericg 80(17), 5392-5396.

160



7 LITERATUR

Takada, Aet al, 1993. Contribution of carbohydrate antigens siadwis A and sialyl Lewis X to
adhesion of human cancer cells to vascular endotheCancer Researgtb3(2), 354-361.

Takashima, S., Tsuji, S. & Tsujimoto, M., 2002. €lerization of the second type of hunfian
galactosider 2,6-sialyltransferase (ST6Gal Il), which sialy&t@ap 1,4GIcNAc structures on
oligosaccharides preferentially. Genomic analysisumnan sialyltransferase genése
Journal of Biological Chemistr\277(48), 45719-45728.

Taki, T. & Ishikawa, D., 1997. TLC blotting: appditton to microscale analysis of lipids and as a new
approach to lipid-protein interactioAnalytical Biochemistry251(2), 135-143.

Taki, T.et al, 1984. Glycolipid composition of ascitic fluidsfn patients with cancedournal of
Biochemistry96(4), 1257-1265.

Taki, T.et al, 1985. Immunological analysis of glycolipids orl sairfaces of cultured human tumor
cell lines: expression of lactoneotetraosylceranigléumor cell surfacedournal of
Biochemistry98(4), 887-895.

Taki, T.et al, 1990. Accumulation of gangliosides with N-acegdraminosylg 2-6)lactosamine
structure in primary human hepatorftancer Resear¢ib0(4), 1284-1290.

Taki, T.et al, 1992. Human hepatoma gangliosides: occurrenaenofvel I-type glycolipid with
NeuAca 2-6Gal structureCancer Researgtb2(17), 4805-4811.

Taki, T.et al, 1995. Direct mass spectrometric analysis of gipbingolipid transferred to a
polyvinylidene difluoride membrane by thin-layercmatography blottingAnalytical
Biochemistry 225(1), 24-27.

Tanaka, Ket al, 1988. Protein and polymer analyses up to m/z0D@0by laser ionization time-of-
flight mass spectrometriRapid Communications in Mass Spectrome2(g).

Tanno, M.et al, 1988. Ganglioside variations in human liver aists and hepatocellular carcinoma
as shown by two-dimensional thin-layer chromatolgya@linical Biochemistry21(6), 333-
339.

Tanno, M.et al, 1993. Immunohistochemical localization of gangjliie components in
hepatocellular carcinoma and liver cirrhosis usimanoclonal antibody.aboratory
Investigation; a Journal of Technical Methods arattf®logy 68(4), 456-464.

Thies, A.et al, 2005. Influence of mistletoe lectins and cytokiimeduced by them on cell
proliferation of human melanoma cells in viti@xicology 207(1), 105-116.

Tubeuf, K.V. & Neckel, G., 1923onographie der MistelOldenbourg.

Valentino, L.et al, 1990. Shed tumor gangliosides and progressidwimian neuroblastomBlood,
75(7), 1564-1567.

Valentino, L.A. & Ladisch, S., 1992. Localizatiohghed human tumor gangliosides: association with
serum lipoproteingCancer Researgtb2(4), 810-814.

Van Duijn, P., Pascoe, E. & Van der Ploeg, M., 198¥oretical and experimental aspects of enzyme
determination in a cytochemical model system oypolylamide films containing alkaline
phosphatas&.he Journal of Histochemistry and Cytochemistnfigifl Journal of the
Histochemistry Sociefy15(11), 631-645.

161



7 LITERATUR

Vance, D.E. & Sweeley, C.C., 1967. Quantitativeedetnation of the neutral glycosyl ceramides in
human bloodJournal of Lipid Researgt8(6), 621-630.

Vandesompele, &t al, 2002. Accurate normalization of real-time quanitie RT-PCR data by
geometric averaging of multiple internal controhge.Genome Biology3(7),
RESEARCHO0034.

Varki, A., Cummings, R. & Eski, J., 200Bssentials of Glycobiology002. ed., Cold Spring Harbor
Laboratory.

Viegas, M.S. et al., 2007. An improved and cose&ff’e methodology for the reduction of
autofluorescence in direct immunofluorescence ssidn formalin-fixed paraffin-embedded
tissuesEuropean Journal of Histochemistry: EJbiL(1), 59-66.

Wagner, H., Jordan, E. & Feil, B., 1986. Studiestanstandardization of mistletoe preparations.
Oncology 43 Suppl 1, 16-22.

Watanabe, Tet al, 1982. Human melanoma antigen AH is an autoantgganglioside related to
GD2.The Journal of Experimental MedicinE56(6), 1884-1889.

Weinstein, J., de Souza-e-Silva, U. & Paulson,, 1982. Purification of a Gl 1 to 4GIcNAca 2 to
6 sialyltransferase and a &l to 3(4)GIcNAcu 2 to 3 sialyltransferase to homogeneity from
rat liver. The Journal of Biological Chemistr257(22), 13835-13844.

Whisler, R.L. & Yates, A.J., 1980. Regulation ofighocyte responses by human gangliosides. I.
Characteristics of inhibitory effects and the intitut of impaired activationJournal of
Immunology (Baltimore, Md.: 1950)25(5), 2106-2111.

Wing, D.R. et al., 2001. High-performance liquidamatography analysis of ganglioside
carbohydrates at the picomole level after ceramigeanase digestion and fluorescent
labeling with 2-aminobenzamid@nalytical Biochemistry298(2), 207-217.

Wu, X., Xie, G. & Chen, D., 2007. Hypoxia and hegallular carcinoma: The therapeutic target for
hepatocellular carcinomdournal of Gastroenterology and Hepatolo@?(8), 1178-1182.

Yamashita, M. & Fenn, J.B., 1984a. Electrospraysoarce. Another variation on the free-jet theme.
The Journal of Physical Chemisti§8(20), 4451-4459.

Yamashita, M. & Fenn, J.B., 1984b. Negative londRtlon with the Electrospray lon Sourde.
Phys. Chem88, 4611-4615.

Yamashita, S., 2007. Heat-induced antigen retriemathanisms and application to histochemistry.
Progress in Histochemistry and Cytochemist#t(3), 141-200.

Yeh, L.H. et al., 2001. Lactosylceramide mediate=as-induced endothelial superoxide production
and intercellular adhesion molecule-1 expressloarnal of Vascular ResearcB8(6), 551-
559.

Yoshino, T., Watanabe, K. & Hakomori, S., 1982. @il synthesis of-L-fucopyranosylceramide
and its analogues and preparation of antibodiesidid to this glycolipidBiochemistry
21(5), 928-934.

Young, W.W., Borgman, C.A. & Wolock, D.M., 1986. Mes of shedding of glycosphingolipids from
mouse lymphoma cell§he Journal of Biological Chemistr261(5), 2279-2283.

162



7 LITERATUR

Young, M.R. et al., 1996. Suppression of T cellifgmation by tumor-induced granulocyte-
macrophage progenitor cells producing transforngirayvth factorf and nitric oxideJournal
of Immunology156(5), 1916-1922.

Yu, R.K. & Ledeen, R.W., 1972. Gangliosides of hamaovine, and rabbit plasm&ournal of Lipid
Research13(5), 680-686.

Yu, A., 2009.J. Clin. Oncol, 27(S15), 10067.

Zheng, M., Fang, H. & Hakomori, S., 1994. Functiowée of N-glycosylation irw 5 1 integrin
receptor. De-N-glycosylation induces dissociatiomltered association of5 andp 1
subunits and concomitant loss of fibronectin bigdaativity. The Journal of Biological
Chemistry 269(16), 12325-12331.

Ziska, P. & Franz, H., 1981. Studies on the intivacf the mistletoe lectin | with carbohydrates.
Experientia 37(3), 219.

163



8 ANHANG

8 Anhang

8.1 Zusatzliche Abbildungen
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Abbildung 8.1: (+)nanoESI-QTOF Massenspektrum der 8rum-GSL-Fraktion 2. Neutrale GSL
wurden als Natrium-Addukte des Typs [M+Na] detektiert. Gb4Cer wurde auch als doppelt
geladene [M+2Naj*-lonen nachgewiesen. Eine vollstandige Auflistungllar GSL-Signale ist in
Tabelle 8.7 dargestellt (Souadgt al.2010).
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8.2 Zusatzliche Tabellen

Tabelle 8.1: Einbindung der Messdaten einzelner Penten fur die Expressionsanalyse von
Gangliosiden mit CD75s- und iso-CD75s-Strukturen, @n Sialyltransferasen (ST) ST6GAL1 und
ST3GALG6 sowie den neutralen GSLs LacCer, Gb3Cer unGb4Cer.

Patient Nr. Ganglioside ST Neutrale GSL
1 ja nein ja
2 ja nein ja
3 ja nein ja
4 ja ja ja
5 ja ja ja
6 ja ja ja
7 ja ja ja
8 ja ja ja
9 ja ja ja

10 ja ja ja
11 ja ja ja
12 ja ja ja
13 nein ja nein
14 ja ja ja
15 ja ja ja
16 nein ja nein
17 ja ja ja
18 nein ja nein
19 nein nein ja
20 nein ja ja
21 nein ja nein
22 nein ja nein
23 ja ja ja
24 nein nein ja
25 ja ja ja
26 ja ja ja
27 ja ja ja
28 ja ja ja
29 ja nein ja
30 ja ja ja
31 ja ja ja
32 ja ja ja
33 ja ja ja
34 ja ja ja
35 ja nein ja
36 ja ja ja
37 ja ja ja
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Tabelle 8.2: LacCer-Expression in HCC-Patienten.

Kategorie  rel. Anteil [%] Rang Patient pT® G?
1 34 1 2
I 9,4 2 7 3 2
3 19 X X
4 28 1 1
5 20 2 2
I 12,5 6 27 1 5
7 8 3 3
8 36 3 3
9 17 X X
10 6 3 34
11 31 1 3
12 30 2 2
13 32 2 2
14 4 3 2
15 33 1 1
16 1 3 2-3
17 3 1 2-3
18 24 1 2
19 26 3 2
11 78,1 20 2 2 2
21 12 3 2
22 35 2 3
23 25 1 2
24 14 2 1
25 9 3 2
26 29 1 1
27 37 1 2
28 23 2 1
29 15 X X
30 10 3 X
31 5 4 3
32 11 1 1

% pathologische Daten entsprechend aus Tabelle 3.1.
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Tabelle 8.3: Gb3Cer-Expression in HCC-Patienten.

Kategorie  rel. Anteil [%] Rang Patient pT G?
1 4 3 2
2 28 1 1
15,6 3 24 1 2
4 35 2 3
5 1 3 2-3
6 17 X X
7 20 2 2
1 15,6 8 12 3 2
9 6 3 3-4
10 8 3 3
11 19 X X
12 11 1 1
13 26 3 2
14 10 3 X
15 33 1 1
16 29 1 1
17 3 1 2-3
18 23 2 1
19 14 2 1
20 34 1 2
21 27 1 2
" 68,8 20 7 3 5
23 37 1 2
24 2 2 2
25 9 3 2
26 32 2 2
27 15 X X
28 36 3 3
29 30 2 2
30 31 1 3
31 5 4 3
32 25 1 2

? pathologische Daten entsprechend aus Tabelle 3.1.
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Tabelle 8.4: Gb4Cer-Expression in HCC-Patienten.

Kategorie  rel. Anteil [%] Rang Patient pT® G?
1 17 X X
2 20 2 2
3 19 X X
4 8 3 3
5 10 3 X
6 12 3 2
! 37,5 7 35 2 3
8 14 2 1
9 28 1 1
10 33 1 1
11 4 3 2
12 1 3 2-3
13 11 1 1
14 3 1 2-3
. 12,5 15 6 3 3-4
16 27 1 2
17 34 1 2
18 9 3 2
19 7 3 2
20 23 2 1
21 24 1 2
22 37 1 2
23 26 3 2
24 25 1 2
i 50 25 32 2 2
26 30 2 2
27 29 1 1
28 2 2 2
29 31 1 3
30 15 X X
31 36 3 3
32 5 4 3

& pathologische Daten entsprechend aus Tabelle 3.1.
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Tabelle 8.5: CD75s-I-Gangliosidexpression in HCC-Reenten.

Kategorie  rel. Anteil [%] Rang Patient pT G?
1 6 3 3-4
2 27 1 2
3 7 3 2
20,7 4 34 1 2
5 28 1 1
6 5 4 3
7 36 3 3
8 3 1 2-3
1 13,8 9 23 5 1
10 4 3 2
11 31 1 3
12 33 1 1
14,5 14 2 1
i 20,7 14,5 15 X X
14,5 17 X X
14,5 35 2 3
17 10 3 X
18 25 1 2
19 8 3 3
20 9 3 2
21 2 2 2
22 37 1 2
VI 44.8 23 30 2 2
24 12 3 2
25 11 1 1
26 26 3 2
27 32 2 2
28 29 1 1
29 1 3 2-3

% pathologische Daten entsprechend aus Tabelle 3.1.
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Tabelle 8.6: Iso-CD75s-I-Gangliosidexpression in HC-Patienten.

Kategorie  rel. Anteil [%] Rang Patient pT® G?
1 7 3 2
| 10,3 2 34 1 2
3 27 1 2
4 4 3 2
5 3 1 2-3
6 5 4 3
7 36 3 3
I 31,0 8 31 1 3
9 8 3 3
10 28 1 1
11 17 X X
12 26 3 2
13 35 2 3
14 14 2 1
15 10 3 X
" 20,7 16 33 1 1
17 23 2 1
18 6 3 3-4
19 9 3 2
20 12 3 2
21 37 1 2
22 25 1 2
23 1 3 2-3
v 37,9 24 15 X X
25 11 1 1
26 2 2 2
27 29 1 1
28 30 2 2
29 32 2 2

& pathologische Daten entsprechend aus Tabelle 3.1.
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Tabelle 8.7: Neutrale Serum-GSL der Fraktion 2 detktiert mittels (+)nanoESI-QTOF-MS

m/z (exp.) m/z (theoret.) Strukturvorschlag®
636,37 636,37 Gb4Cer (d18:1, C16:0)*
691,43 691,42 Gb4Cer (d18:1, C24:1)*
722,57 722,55 GlcCer (d18:1, C16:0)
738,55 738,55 GlcCer (d18:1, h16:0)
778,61 778,62 GlcCer (d18:1, C20:0)
806,65 806,65 GlcCer (d18:1, C22:0)
820,65 820,66 GlcCer (d18:1, C23:0)
832,67 832,66 GlcCer (d18:1, C24:1)
834,67 834,68 GlcCer (d18:1, C24:0)
850,67 850,67 GlcCer (d18:1, h24:0)
856,59 856,58 LacCer (d18:1, C14:0)
870,59 870,59 LacCer (d18:1, C15:0)
882,59 882,59 LacCer (d18:1, C16:1)
884,59 884,61 LacCer (d18:1, C16:0)
900,59 900,60 LacCer (d18:1, h16:0)
912,63 912,64 LacCer (d18:1, C18:0)
966,69 966,69 LacCer (d18:1, C22:1)
968,69 968,70 LacCer (d18:1, C22:0)
992,71 992,70 LacCer (d18:1, C24:2)
994,73 994,72 LacCer (d18:1, C24:1)
1018,65 1018,63 Gb3Cer (d18:1, C14:0)
1044,65 1044,64 Gb3Cer (d18:1, C16:1)
1046,67 1046,66 Gb3Cer (d18:1, C16:0)
1072,69 1072,68 Gb3Cer (d18:1, C18:1)
1074,69 1074,69 Gb3Cer (d18:1, C18:0)
1102,73 1102,72 Gb3Cer (d18:1, C20:0)
1128,75 1128,74 Gb3Cer (d18:1, C22:1)
1130,75 1130,75 Gb3Cer (d18:1, C22:0)
1154,75 1154,75 Gb3Cer (d18:1, C24:2)
1156,77 1156,77 Gb3Cer (d18:1, C24:1)
1221,73 1221,71 Gb4Cer (d18:1, C14:0)
1247,75 1247,72 Gb4Cer (d18:1, C16:1)
1249,75 1249,74 Gb4Cer (d18:1, C16:0)
1277,79 1277,77 Gb4Cer (d18:1, C18:0)
1331,83 1331,82 Gb4Cer (d18:1, C22:1)
1333,83 1333,83 Gb4Cer (d18:1, C22:0)
1357,85 1357,83 Gb4Cer (d18:1, C24:2)
1359,85 1359,85 Gb4Cer (d18:1, C24:1)
1541,89 1541,85 FuldexsHexNAc (d18:1, 016:6)
1557,91 1557,85 FucHghtexNAc (d18:1, C16:0)

2 alle lonen wurden als Natrium-Addukte des Typs Wa¥ detektiert, Gb4Cer auch als [M+2Nd]
(mit ,* markiert); " GSL mit potenziellen H- oder Lewis-Blutgruppengerien (Kundwet al
1985).

171



8 ANHANG

Tabelle 8.8: Massenspektrometrisch nachgewiesene r@mganglioside und zugehorige
Strukturvorschlage. Messungen wurden mit (-)nanoESQTOF-MS von der Serumgangliosid-
Fraktion 3 und nach DC-Overlay-Assay-Mehrfachfarburng mit (-)IR-MALDI-o-TOF MS (DC-
MS) aufgenommen.

Strukturvorschlag Fettsaure _Berechnete ESI-QTOF* DC-MS*
monoisotopische Masse
GM3 Cl4:a 1122,67 a a
GM3 C14:.0 1124,68 a a
GM3 Ci6:1 1150,70 a a
GM3 C16:0 1152,71 a a,b
GM3 h16:0 1168,71 a
GM3 ci8:1 1178,73 a a
GM3 C18:0 1180,74 a a,b
GM3 C20:1 1206,76 a
GM3 C20:0 1208,78 a a
GM3 h20:0 1224,77 a
GM3 Cc22:1 1234,79 a a
GM3 C22:0 1236,81 a a
GM3 h22:0 1252,80 a
GM3 Cc23:1 1248,81 a
GM3 C23:0 1250,82 a
GM3 C24:2 1260,81 a
GM3 C24:1 1262,82 a a
GM3 h24:1 1278,82 a
GM3 C24:0 1264,84 a
GM3 C25:1 1276,84 a
GM3 C25:0 1278,85 a
GM2 C14:0 1327,76 a
GM2 Cil6:1 1353,78 a
GM2 C16:0 1355,79 a
GM2 C17:0 1369,81 a
GM2 Cci8:1 1381,81 a a
GM2 C18:0 1383,82 a a
GM2 C19:.0 1397,84 a
GM2 C20:0 1411,86 a
GM2 C21:0 1425,87 a
GM2 c22:1 1437,87 a
GM2 C22:0 1439,89 a
GM2 C24:1 1465,90 a
GD3 C16:0 1443,81 a a,b
GD3 cis8:1 1469,82 a
GD3 C18:0 1471,84 a a
Neu5Ac-nLc4Cer C14:.0 1489,81 a a
Neu5Ac-nLc4Cer C15:.0 1503,83 a
Neu5Ac-nLc4Cer Cil6:1 1515,83 a a
Neu5Ac-nLc4Cer C16:0 1517,85 a a,b
Neu5Ac-nLc4Cer C18:1 1543,86 a a
Neu5Ac-nLc4Cer C18:0 1545,88 a a,b
Neu5Ac-nLc4Cer C20:1 1571,89 a a
Neu5Ac-nLc4Cer C20:0 1573,91 a a
Neu5Ac-nLc4Cer C21.0 1587,92 a
Neu5Ac-nLc4Cer Cc22:1 1599,92 a a
Neu5Ac-nLc4Cer C22:.0 1601,94 a a
Neu5Ac-nLc4Cer C23:1 1613,94 a
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Fortsetzung von Tabelle 8.8

Strukturvorschlag Fettsaure _Berec_h nete ESI-QTOF* DC-MS*
monoisotopische Masse
Neu5Ac-nLc4Cer C23:.0 1615,95 a
Neu5Ac-nLc4Cer C24:2 1625,94 a a
Neu5Ac-nLc4Cer C24:1 1627,95 a a,b
Neu5Ac-nLc4Cer C25:1 1641,97 a a
GD1 C16:0 1808,94 a a,b
GD1 C18:0 1836,97 a a,b
GD1 C20:0 1865,00 a a
Neu5Ac-nLc6Cer C14:0 1880,96 a a
Neu5Ac-nLc6Cer Cil6:1 1882,98 a a,b
Neu5Ac-nLc6Cer C16:0 1911,01 a a
Neu5Ac-nLc6Cer C24:2 1967,07 a a
Neu5Ac-nLc6Cer C24:1 1993,09 a a,b
Neu5Ac-Fuc-nLc6Cer C16:.0 2029,04 a a
GT1 C16:0 2100,04 a b,c
GT1 C18:0 2128,07 a b,c
GT1 C20:0 2156,10 a b,c
GT1 C22:0 2184,13 b
GT1 C23:0 2198,15 b
GT1 C24:2 2208,13 b
GT1 C24:1 2210,15 b
GT1 C25:1 2224,16 b
Neu5Ac-nLc8Cer C16:0 2248,11 a a,b
Neu5Ac-nLc8Cer C24:1 2358,22 a
Neu5Ac-Fuc-nLc8Cer C16:0 2394,17 a a,b
Neu5Ac-Fug-nLc8Cer C16:0 2540,23 a a
Neu5Ac-nLc10Cer C16:0 2613,24 a a
Neu5Ac-Fuc-nLc10Cer C16:0 2759,30 a a,b
Neu5Ac-Fue-nLc10Cer C16:0 2905,36 a a
Neu5Ac-nLc12Cer C16:0 2978,37
Neu5Ac-Fuc-nLc12Cer C16:0 3124,43 a a
Neu5Ac-Fue-nLc12Cer C16:0 3270,49 a a
Neu5Ac-Fug-nLc12Cer C16:0 3416,55 a

* Typ der detektierten Gangliosidionen: a, [M-Hp, [M+Na-2H]’; ¢, [M+2Na-3H] .
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Tabelle 8.9: Zuordnung von Molekilstrukturen zu Sigialen der Overlay-Assay-
Mehrfachfarbung von humanen Granulozyten Gangliosién (vgl. Abbildung 4.26).

Signal m/z m/z
Overlay-Assay Strukturvorschlag (DC-MS)**  (theoret.)?
CD15s-1 ? - -
CD15s-2 ? - -
CD155-3 VI*Neu5Ac-\PFuc-nLcé (d18:1, C22:0) 2112,17 2112,12

VI*Neu5Ac-\PFuc-nLcé (d18:1, C24:1) 2138,14 2138,14
CD15s-4 VENeu5Ac-\VPFuc-nLc6 (d18:1, C16:0) 2028,06 2028,03
CD155-5 V11 ®Neu5Ac-VIFPFuc-nLc8 (d18:1, C22:0) 2477,28 2477,25
V11 ®Neu5Ac-VIFFuc-nLc8 (d18:1, C24:1) 2503,30 2503,27
CD1556 VI °Neu5Ac-VIPFuc-nLc8 (d18:1, C16:0) 2393,17 2393,16
VI °Neu5Ac-VIPFuc-Fuc-nLc8 (d18:1, C24:1) 2649,34 2649,33
________ CD15s-7  VIIPNeuSAc-VIPFuc-Fuc -nLcg (d18:1, C16:0) 253925 253922
CD155-8 X*Neu5Ac-IXFuc-nLc10 (d18:1, C16:0) 2758,32 2758,29
X*Neu5Ac-IXFuc-Fuc -nLc10 (d18:1, C24:1) 3014,50 3014,46
________ CD15s-9 XNeuSAc-IXFuc-Fuc-nlcl0 (d18:1,C16:0) 290435 290435
________ CD15s-10 XNeuSAc-IXFuc-FugnlclO (d18:1, C16:0) 305046 3050,41
X1 *Neu5Ac-XPFuc-Fuc -nLc12 (d18:1, C16:0) 3269,59 3269,48
CD15s-11 X1 *°Neu5Ac-XPFuc-Fug-nLc12 (d18:1, C24:1) 3525,84 3525,65
X1I*Neu5Ac-XPFuc-Fug-nLc12 (d18:1, C16:0) 3415,74 3415,54
CD755-1 IVENeu5Ac-nLc4 (d18:1, C22:0) 1600,97 1600,93
IVENeu5Ac-nLc4 (d18:1, C24:1) 1626,97 1626,95
CD755.2 IVeNeu5Ac-nLc4 (d18:1, C16:0) 1516,86 1516,84
IV®Neu5Ac-nLc4 (d18:1, C18:0) 1544,90 154487
CD755-3 VI®Neu5Ac-nLc6 (d18:1, C22:0) 1966,09 1966,06
VI®Neu5Ac-nLc6 (d18:1, C24:1) 1992,10 1992,08
CD75s-4 VPNeu5Ac-nLc6 (d18:1, C16:0) 1882,00 1881,97
IV Neu5Ac-nLc4 (d18:1, C22:0) 1600,96 1600,93
IV3Neu5Ac-nLc4 (d18:1, C24:1) 1624,98 1624,93
iso-CD75s-1 IV°3Neu5Ac-nLc4 (d18:1, C24:0) 1626,97 1626,95
IV°3Neu5Ac-nLc4 (d18:1, C16:0) 1516,87 1516,84
IV3Neu5Ac-nLc4 (d18:1, C18:0) 1544,90 1544,87
VI®Neu5Ac-nLc6 (d18:1, C22:0) 1966,08 1966,06
VI°Neu5Ac-nLc6 (d18:1, C24:1) 1992,10 1992,08
iso-CD75s-2 VI*Neu5Ac-nLc6 (d18:1, C16:0) 1882,00 1881,97
VI®*Neu5Ac-nLc6 (d18:1, C17:0) 1896,01 1895,99
VI*Neu5Ac-nLc6 (d18:1, C18:0) 1910,03 1910,00
i50-CD755-3 V11 ®Neu5Ac-nLc8 (d18:1, C22:0) 2331,22 2331,20
V11 ®Neu5Ac-nLc8 (d18:1, C24:1) 2357,24 2357,21
ic0.CD75s.4 VNI °NeuSAc-nLc8 (d18:1, C16:0) 2247,12 2247,10
VIII ®Neu5Ac-Fuc-nLc8 (d18:1, C24:1) 2503,29 2503,27
i50-CD755-5 VIl ®°Neu5Ac-Fuc-nLc8 (d18:1, C16:0) 2393,20 2393,16
VIl ®Neu5Ac-Fuc-nLc8 (d18:1, C18:0) 2421,24 2421,19
is0-CD75s-6 ? - -
i50-CD755-7 X*Neu5Ac-nLc10 (d18:1, C16:0) 2612,26 2612,23
X3Neu5Ac-Fuc-nLc10 (d18:1, C24:1) 2868,43 2868,40
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Fortsetzung von Tabelle 8.9

Signal Strukturvorschla m/z m/z
Overlay-Assay 9 (DC-MS)**  (theoret.)?

s0-CD75s.8  X.NeuSAc-Fuc-nLcl0 (d18:1, C16:0) 2758,36 2758,29
e X NeuSAc-FugnlclO (d18:1,C24:1) 301448 : 3014,46

S0.CD755.9 XiNeuSAc-Fug—nLclO (d18:1, C16:0) 2904,38 2904,35
e X'NeuSAc-Fugnlcl0 (d18:1,C24:1) 316052 : 3160,52

s0-CD75s-10 X 'NeuSAc-Fuc-nLcl2 (d18:1, C16:0) 3123,40 3123,42

Xl °Neu5Ac-Fug-nLc12 (d18:1, C24:1) 3379,78 3379,59

2 monoisotopische m/z von [M-Hpnen;® Signale aus (-)DC-IR-MADLI Massensprektren.
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ADCC
AEC
AFP
AIDS
AJCC
AP
BCIP
BSA
CA

CD
CDC
cDNA
CEA
Cer
CID
CMF-PBS
DAB
DC
DNA
DNase
DRM
EGF
EHEC
ELISA
Er:YAG-Laser
ERCP
ESI
FAB
Fuc

G

Gal
GalNAc
GAPDH
Gb
GEM
Gg

Glc

8.3 Abkirungsverzeichnis

antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
3-Amino-9-Ethylcarbazol
a-Fetoprotein

acquired immunodeficiency syndrome
American Joint Committee on Cancer
alkalischer Phosphatase
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat
bovines Serumalbumin

cancer antigen

cluster of differentiation
complement-dependent cytotoxicity
complementar{pNA

carcinoembryonic antigen

Ceramid

collision-induced dissociation

Calcium Magnesium Free Phosphat- Buffered Saline

3,3’-Diaminobenzidin
Dunnschichtchromatographie
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
detergent resistent membranes
epidermal growth factor
enterohdmorrhagiscke coli
enzyme-linked immunosorbent assay

Erbium-dotierter Yttrium-Aluminium-Gnat-Laser
Endoskopische, retrograde Cholangio-Pankigripdie

Elektrospray-lonisation

fast atom bombardment
Gukose

Differenzierungsgrad
Galaktose
N-Acetylgalaktosamin
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Globo-Serie

glycolipid enriched membranes
Ganglio-Serie

Glukose
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GIcNAc N-Acetylglukosamin

GLYFDIS Glycans in Body Fluids - Potential for Disease Diagtics
GM-CSF granulocyte-macrophage colony stimulating factor
GPI Glykosylphosphatidylinositol

GSL Glykosphingolipid

HO Nullhypthese

H1 Alternativhypthese

HCC Hepatozelluldre Karzinombdpatocellular carcinoma
HRP horseradish peroxidase

HUS hamolytisch-uremischen Syndrom

HUVEC human umbilical vein endothelial cells

IgY Immunglobulin Y

IL Interleukin

IMPB Institut fir Medizinische Physik und Biophysik

IR Infrarot

IR-MALDI-o0- infrared matrix-assisted laser desorption/ionizatiarthogonal time-of-flight
TOF-MS mass spectrometry

IUB International Union of Biochemistry

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
KLH keyhole limpet hemocyanin

KWH Kruskall-Wallis-H-Test

LacNAc N-Acetylaktosamin

Lc Lakto-Serie

LC liquid chromatography

LM Laufmittel (bei der Dinnschichtchromatographie)
LPC lyso-Phosphatidylcholin

MAA Maackia amurensiggglutinin |

MALDI matrix-assisted laser desorption/ionization

ML Mistellektin

MS Massenspektrometrie

MWU-Test Mann-Whitney-U-Test

r'\l/lasnoESI-QTOF- nanoelectrospray ionization quadrupol time-of-flighass spectrometry
NASMXP Naphthol-AS-MX-Phosphat

NASTRP Naphthol-AS-TR-Phosphat

NBT Nitroblautetrazoliumsalz

NCBI National Center for Biotechnology Information
Neu5Ac N-Acetylneuraminsdure

nGSL neutrale Glykosphingolipide

NK-Zellen naturliche Killer-Zellen
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178

nLc

NRQ

PC

PE

PEG

PI

PLC

pM

pN

pT

PTFE
PVDF
QRT-PCR
RIP-2
RNA
RPL13A
rRNA
sLea
sLex

SM

SPE
ST3GAL6
ST6GAL1
STEC

Stx

TNFo
TPA
uiCcC
USA

uv

VAA
Visalb-CBA
WHO
wWwu

T

Neolakto-Serie

Normalisierte, relative Quantitaten
Phosphatidylcholin
Phosphatidylethanolamin
Polyethylenglycol
Phosphatidylinositol
Phospholipase C
Fernmetastasen-Status
Regionaler Lymphknoten-Status
Primartumor-Status
Polytetrafluorethylen
Polyvinylidenfluorid

quantitative real-time polymerase chain reaction
Ribosomen-inaktivierende Proteine vom Typs 2

Ribonukleinséaure

ribosomales Protein L13a
ribosomale RNA

Sialyl-Lewis-a

Sialyl-Lewis-x

Sphingomyelin

solid phase extraction
B-Galaktoside-2,3-Sialyltranferase 6
B-Galaktosidu2,6-Sialyltransferase 1
Shiga Toxin-produzierende coli
Shiga Toxin

Tumornekrosefaktod-

tissue polypeptide antigen

Union Internationale Contre le Cancer
United States of America

Ultraviolett

Viscum alburmAgglutinin

Viscum albunthitin-binding agglutinin
World Health Organization
Westfalische Wilhelms-Universitat

Rangkorrelationskoeffizient nach Kendall
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