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1. EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

Shiga Toxine (Stx) gehoren zur Familie der ABs-Toxine und besitzen hohe
Zytotoxizitdt durch ihre Féhigkeit, nach Aufnahme in die Zelle die Ribosomen zu
inaktivieren und damit Zellen letal zu schddigen. Stx-produzierende Escherichia coli
(STEC), die blutige Durchfille, himorrhagische Kolitis und das hdmolytisch-urdmische
Syndrom (HUS) verursachen, werden als enterohdmorrhagische E. coli (EHEC)
bezeichnet. Das HUS ist die schwerste Form einer EHEC-Infektion, die zu
Nierenversagen, Hirnschiadigungen und schlimmstenfalls zum Tod fiihren kann. Die
Schéadigung der Nieren und des Gehirns ist auf die priaferentielle Zerstorung renaler und
cerebraler Endothelzellen zuriickzufiihren. Das Holotoxin bindet iiber das B-Pentamer mit
hoher Affinitit an das neutrale Glykosphingolipid (GSL) Globotriaosylceramid (Gb3Cer)
und mit niedriger Affinitit an Globotetraosylceramid (Gb4Cer), wihrend die A-
Untereinheit als N-Glykosidase fungiert und die eigentliche zytotoxische Wirkung austibt.

Die Massenspektrometrie stellt die am besten geeignete Methode zur strukturellen
Charakterisierung von GSL dar. Mittels IR-MALDI-o-TOF MS koénnen GSL einfach und
schnell nachgewiesen und dann mittels nanoESI-Q-TOF MS durch CID-Experimente
verifiziert werden. Stx-Rezeptoren finden sich im menschlichen Organismus vorrangig
auf den die Blutgefd3e auskleidenden Endothelzellen der Niere und des Gehirns, was das
Krankheitsbild des HUS erkldrt. Gb3Cer und Gb4Cer wurden aber auch in erhdhten
Mengen bei zahlreichen humanen Tumoren, wie z. B. Pankreaskarzinomen,
nachgewiesen, weshalb Stx eventuell zukiinftig fiir Tumortherapien eingesetzt werden
konnten. AuBerdem konnten im Falle der Expression von Stx-Rezeptoren humane
Pankreaskarzinomzelllinien als Modellsysteme dazu dienen, Zusammenhénge zwischen
der Rezeptor-Expression und der zytotoxischen Wirkung von Stx auf humane Zellen

aufkliren zu helfen.
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1.1 Glykosphingolipide

1.1.1 Aufbau und Struktur

Als Bestandteile von biologischen Membranen tierischer Zellen sind
Glykosphingolipide (GSL) vorwiegend auf der &uBeren Seite der Plasmamembran
lokalisiert, liegen aber auch in Membranen verschiedener anderer Zellorganellen vor
(Hakomori, 1990). Als Zelloberflichenmolekiile nehmen sie eine funktionale Rolle bei
Adhisionsprozessen, bei der Zell-Zell-Erkennung und bei Signaltransduktionsprozessen

ein (Hakomori, 2000).

GSL bestehen aus einem hydrophilen Oligosaccharid und einer hydrophoben
Lipidkomponente, dem Ceramid, und erhalten so ihren amphipathischen Charakter. Das
Ceramid ist aus einem Aminoalkohol und einer Fettsdure zusammengesetzt, die iiber eine
Amidbindung zwischen der Aminogruppe am C2-Atom des Aminoalkohols und der
Carboxylgruppe der Fettsdure miteinander verkniipft sind (Abbildung 1). Sowohl der
Aminoalkohol als auch die Fettsdure zeigen Variationen hinsichtlich der Léinge ihrer
Kohlenwasserstoftketten und der Anzahl der Doppelbindungen, so dass eine hohe
Diversitidt an Ceramiden existiert. Von Sdugerzellen werden vorwiegend das Sphingosin
(2-Amino-4-octadecen-1,3-diol) mit 18 Kohlenstoffatomen und einer Doppelbindung
zwischen dem C4- und dem C5-Atom (d18:1) und Fettsduren mit Kettenldngen zwischen
C14 und C26 synthetisiert. Der proximale Zucker des Oligosaccharids, bei Sdugerzellen
iiblicherweise Glukose, ist glykosidisch an die primdre Hydroxylgruppe des Ceramids
gebunden (Fraser-Reid, 2001). Der Ceramidteil des GSL hat unter anderem Einfluss auf
die Prisentation des Oligosaccharids auf der Zellmembran (Pascher, 1976) und folglich
auch auf die Antigenitit, Immunogenitit (Yoshino et al., 1982; Kannagi et al., 1983) und
Rezeptorfunktion von GSL (Boyd et al., 1994; Kiarash et al., 1994).
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Oligosaccharid Ceramid
Gal Gal Gle Fettsdure (C22:0)
CH,OH al.4 CHOH 14  cron P11 O\?vvvvvvvvwx
HO o 0 0 NH
o 5 oH o on EJ/CW\N
1 dy b Sphingosin (d18:1)

Abbildung 1: Aufbau und Struktur der GSL am Beispiel von Globotriaosylceramid (d18:1, C22:0).

GSL sind aus einem hydrophilen Oligosaccharid und einem hydrophoben Ceramid, bestehend aus einem

Aminoalkohol (Sphingosin) und einer Fettsdure, zusammengesetzt.

Anhand ihrer Oligosaccharidstruktur erfolgt die FEinteilung der GSL in drei
Hauptklassen: neutrale GSL, negativ geladene Sialinsdure-haltige GSL (Ganglioside) und
negativ geladene Sulfat-haltige GSL (Sulfatide). Die Saccharide, die am hiufigsten in
GSL auftreten, sind die neutralen Monosaccharide Glukose (Glc), Galaktose (Gal), N-
Acetyl-Glukosamin (GIcNAc), N-Acetyl-Galaktosamin (GalNAc) und Fukose (Fuc).
Ganglioside enthalten zusitzlich mindestens eine Sialinsdure, meistens 5-N-Acetyl-
Neuraminsdure (NeuSAc) und 5-N-Glykolyl-Neuraminsdure (Neu5Gc), wobei in
humanem Gewebe ausschlieBlich NeuSAc vorkommt. Neben der unterschiedlichen
Sequenz verschiedener Monosaccharide erhdhen das Vorliegen der Zucker in a- oder B-
Konfiguration am anomeren C-Atom, und die Art der Verkniipfung der Monosaccharide

(z. B. 1,3 oder 1,4) die Oligosaccharid-Vielfalt.

Die meisten neutralen GSL konnen, basierend auf der Sequenz und Verkniipfung
ihrer Saccharide, einer der vier Strukturfamilien Globo- (Gb), Ganglio- (Gg), Lakto- (Lc)
und Neolakto- (nLc) Serie zugeordnet werden. Als gemeinsame Grundstruktur dient das
Laktosylceramid (LacCer, Lc2Cer). Die Nomenklatur folgt dabei den Richtlinien der
International Union of Pure and Applied Chemistry and International Union of
Biochemistry (IUPAC-IUB, Joint Commission on Biochemical Nomenclature) (Chester,
1998). In Abbildung 2 sind die Grundstrukturen von GSL der vier verschiedenen Serien
aufgefiihrt.
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GalNAcp3GaludGalp4Glcp1Cer

Gb4Cer
Galu4Galp4Glcp1Cer Galp3GIcNAcB3Galp4Glcp1Cer
Gb3Cer LcdCer
Globo-Serie Lakto-Serie

1 !

Cer —» Glcp1Cer —» Galp4Glcp1Cer—» GlcNAcp3Galp4Glep1Cer

LacCer Lc3Cer
Ganglio-Serie Neolakto-Serie
GalNAcp4Galp4Glcp1Cer Galp4GlcNAcB3Galp4Glcp1Cer
Gg3Cer nLc4Cer

!

Galp3GalNAcp4Galp4Glcp1Cer
Gg4dCer

Abbildung 2: Biosynthese neutraler GSL der Globo-, Ganglio-, Lakto- und Neolakto-Serie sowie
deren Bezeichnungen nach der IUPAC-IUB (modifiziert nach Meisen et al., 2011).

1.1.2 Biosynthese

Die Biosynthese der GSL beginnt auf der zytosolischen Seite des Endoplasmatischen
Retikulums (ER) durch die Synthese des Ceramids aus Acyl-CoA und Sphingosin.
Wihrend des intrazelluldren Transports vom ER zum Golgi-Apparat werden komplexe
GSL gebildet, indem spezifische Glykosyltransferasen Monosaccharide sequenziell auf
das Ceramid bzw. den endstdndigen Zucker der wachsenden Zuckerkette iibertragen.
AbschlieBend werden die GSL Vesikel-vermittelt an die Zelloberflache transportiert
(Sandhoff & Kolter, 2003).

Abbildung 3 zeigt die Biosynthese von neutralen GSL der Globo-Serie. Nach
Bindung von Glukose an das Ceramid (Glukosylceramid, GlcCer) erfolgt die Synthese
von Laktosylceramid (LacCer, Lc2Cer) durch die B1,4-Galaktosyltransferase (f1,4-GalT).
Die Verlangerung des Oligosaccharids zu Globotriaosylceramid (Gb3Cer) und
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Globotetraosylceramid (Gb4Cer) wird duch die Transferasen al,4-Galaktosyltransferase
(al,4-GalT) bzw. B1,3-N-Acetylgalaktosaminyltransferase (B1,3-GalNAcT) katalysiert.

A B

o
8 :Cle @' Cer GlcCer L e
1 Ga .
: GalNAc ‘51 4-GalT ‘
CHeOH iﬁ/}?\-ﬁl
HolCer Lc2Cer CX\VQ“ ’%\N
ol,4-GalT ‘
ot MeBlear Gb3Cer @v’qm W
B1,3-GalNACT ‘
CHOH ,V)\r<

=

B304 Mglicer Gb4Cer @*ﬂt}“wﬁfﬂ”

L

Abbildung 3: Biosynthese von neutralen GSL der Globo-Serie und zugehorige Strukturen. (A) Die
Glykosyltransferase B1,4-Galaktosyltransferase (B1,4-GalT) {ibertrdgt eine Galaktose (Gal) auf
Glukosylceramid (GlcCer), wodurch Laktosylceramid (Lc2Cer) entsteht. Le2Cer wird durch die Aktivitét
der al,4-Galaktosyltransferase (al,4-GalT) um eine weitere Gal verldngert, so dass Globotriaosylceramid
(Gb3Cer) gebildet wird. Gb3Cer wird dann weiter durch die B1,3-N-Acetylgalaktosaminyltransferase (B1,3-
GalNAcT) mit einem N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) verlingert, wodurch Globotetraosylceramid
(Gb4Cer) gebildet wird. (B) Strukturen von neutralen GSL der Globo-Serie in der Haworth-Projektion mit
konstantem Sphingosin (d18:1) und C16:0-Fettsdure (modifiziert nach Miithing et al., 2012).

1.1.3 Membranorganisation und biologische Funktionen

Biologische Membranen sind aus einer Phospholipiddoppelschicht aufgebaut, die
eine Abgrenzung zwischen dem intra- und extrazelluldiren Raum bildet. Die Organisation
von GSL in der Zellmembran erfolgt in sogenannten Mikrodoménen, den /ipid rafts (engl.
fir ,LipidfloBe”), die sich durch eine Anreicherung von GSL, Cholesterol,
Sphingolipiden, Sphingomyelin und GPI (Glykosylphosphatidylinositol)-verankerten
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sowie Transmembranproteinen auszeichnen (Simons & Sampaio, 2011). Das Cholesterol
dient dabei der Auffiillung von Zwischenrdumen zwischen den Acylresten der
Lipidbestandteile. GSL sind in der Lage, sowohl mit Proteinen als auch mit anderen
Glykanen in Wechselwirkung zu treten. Uber die cis-Interaktion, der Wechselwirkung
innerhalb einer Membran, werden die Mikrodoménen, bestehend aus GSL, Lipiden und
Proteinen, ausgebildet. Die trans-Interaktion, die Wechselwirkung von GSL mit Proteinen
oder Glykanen einer ,gegeniiber liegenden* Membran, vermittelt die Zell-Zell-
Erkennung, Zelladhésion und Signaltransduktion (Hakomori, 2000). Die GSL-Exposition
in lipid rafts wird dabei als Voraussetzung fiir eine hohe Bindungsaktivitit zwischen dem

Oligosaccharid des GSL und seinem Liganden angesehen (Lundquist & Toone, 2002).

Aufgrund ihrer Lokalisation in der dufleren Hilfte der Plasmamembran stellen GSL
,»ideale* Rezeptorstrukturen fiir Pathogene dar und spielen damit bei Infektionsprozessen
eine entscheidende Rolle (Lochnit e al., 2001). Beispielsweise nutzen Influenzaviren
Ganglioside als Rezeptoren (Miithing et al., 1993; Suzuki, 1994; Miller-Podraza et al.,
2000). Auch die Adhdsion von Bakterien an Wirtsepithelzellen wird héufig tiber GSL-
Rezeptoren vermittelt und ermdglicht so die Kolonisation und Infektion des Wirtes
(Karlsson, 1989). So konnen beispielsweise verschiedene Stimme von Escherichia coli
(Roberts et al., 1994; Stroud et al., 1998) und Helicobacter pylori (Godaly et al., 1998;
Antdo et al., 2009) tiber GSL mit Wirtszellen interagieren. Zahlreiche bakterielle Toxine
binden beispielsweise ebenfalls an GSL und werden anschlieBend {iiber Rezeptor-
vermittelte Endozytose internalisiert. So erkennt z. B. das vakuolisierende Zytotoxin
VacA aus Helicobacter pylori die humanen gastrischen GSL Galaktosylceramid,
Galabiosylceramid (Roche et al.,, 2007), widhrend das Botulinum Neurotoxin iiber
Ganglioside der Gglb-Serie, am effektivsten iiber GT1b (IV’Neu5Ac,IF(Neu5Ac),-
Gg4Cer), (Yowler & Schengrund, 2004) und das Cholera Toxin iiber das Gangliosid GM1
(IPNeu5Ac-Gg4Cer) an humane Epithelzellen adhiriert (Fantini et al., 2000). Weiterhin
ist bekannt, dass das neutrale GSL Gb3Cer den Rezeptor fiir das Shiga Toxin darstellt
(Lochnit et al., 2001; Miithing et al., 2009 und zitierte Referenzen).
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1.2 Shiga Toxine

Das Shiga Toxin (Stx) wurde erstmalig fiir den Erreger der Bakterienruhr, Shigella
dynsenteriae, beschrieben. In der 70er und 80er Jahren des 20. Jahrhunderts wurde jedoch
gezeigt, dass dieses Toxin auch von einigen Stimmen enterohdmorrhagischer Escherichia
coli (EHEC) produziert wird (Konowalchuk et al., 1977; O’Brien et al., 1983) und deren
bedeutendsten Virulenzfaktor darstellt. Stx-produzierende E. coli-Stimme (STEC)
werden meist liber kontaminierte Lebensmittel oder infizierte Tiere, die als Reservoir der
STEC dienen, aufgenommen und konnen beim Wirt Diarrhd, hdmorrhagische Kolitis
sowie das hamolytisch-urdmische Syndrom (HUS) auslésen (Karmali, 1989; Karch et al.,
2005). Schwere Verldufe einer STEC-Infektion kdnnen ferner mit neurologischen
Symptomen einhergehen (Nathanson et al., 2010). Stx werden in zwei Hauptgruppen
unterteilt, Stx1 und Stx2. Wihrend das stx-Gen bei S. dynsenteriae im Genom lokalisiert
ist, werden die Gene fiir Stx1 und Stx2 bei STEC {iiber zwei unterschiedliche Phagen
kodiert, die in dem Genom inseriert vorliegen (O’Brien et al., 1984; Strockbine et al.,
1986). Innerhalb beider Hauptgruppen werden zudem verschiedene Subtypen klassifiziert
(Johannes & Romer, 2010 und zitierte Referenzen; Scheutz e al., 2012). Stxla, Stx2a
und weitere Subtypen weisen eine unterschiedliche Assoziation zum Schweregrad der
Erkrankung auf. So wird Stx2a generell hdufiger mit dem HUS assoziiert als Stxla
(Boerlin et al,, 1999). Bei dem gravierenden EHEC-Ausbruch im Mai 2011 in
Deutschland handelte es sich beispielsweise um den E. coli Serotyp O104:H4, der das
stx2a-Gen tragt (Frank ef al., 2011; Bielaszewska et al., 2011). Neben den ungewo6hnlich
hiufigen Krankheitsfallen mit HUS wurden auch bei sehr vielen Patienten neurologische
Beeintrachtigungen diagnostiziert. In Hannover wurden 42 Patienten mit dem HUS
behandelt, die alle auch neurologische Symptome zeigten (Weissenborn et al., 2012).
Wihrend bei der Schidigung der Nieren hauptsdchlich die hohe Expression des Stx-
Rezeptors Gb3Cer in glomeruldren Endothelzellen als Ursache gilt (Obrig, 2010), ist die
Kausalitit fiir die neurologischen Symptome weitestgehend unbekannt. In einer aktuellen
Verdffentlichung wird jedoch davon ausgegangen, dass das Stx2a aus EHEC O104:H4
spezifisch den Thalamus durch Depolarisierung der Neuronen schidigt (Meuth et al., in
press). Mittels Immunfluoreszenzmikroskopie wurde im Tiermodell gezeigt, dass in
dieser Gehirnregion eine erhohte Rezeptordichte vorliegt. AuBerdem konnte gezeigt

werden, dass nur weibliche und keine minnlichen Ratten die neurologischen
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Beschwerden entwickelten, was mit den Beobachtungen wéhrend des EHEC-Ausbruches
2011, dass mit 68 % iiberdurchschnittlich viele Frauen betroffen waren (Frank et al.,

2011), zumindest teilweise iibereinstimmt.

In Abbildung 4 ist der Aufbau des Stx sowohl schematisch als auch in der Ribbon-
Darstellung gezeigt. Stx gehdren zu den bakteriellen ABs-Toxinen und bestehen aus einer
enzymatisch aktiven, 32,2 kDa groflen A-Untereinheit sowie einem Pentamer aus flinf
identischen, 7,7 kDa groBen B-Untereinheiten (sieche Abbildung 4A und B). Uber das B-
Pentamer bindet das Holotoxin mit hoher Affinitdt an seinen Rezeptor, das GSL Gb3Cer
(siche Abbildung 2) (Miithing et al., 2009 und zitierte Referenzen). Jedes B-Monomer
besitzt drei potentielle Bindungsstellen fiir den Gb3Cer-Rezeptor (sieche Abbildung 4C),
so dass die B-Untereinheit mit bis zu 15 Gb3Cer-Molekiilen interagieren kann (Ling et
al., 1998). Allerdings weisen die Bindungsstellen unterschiedlich starke Interaktionen mit
dem Rezeptor auf, wobei die Bindestelle 2 am stirksten mit dem Gb3Cer in
Wechselwirkung treten kann (Bast et al., 1999; Fraser et al., 2004). Nach Bindung und
Internalisierung durch Endozytose wird das Toxin retrograd iiber das trans-Golgi-
Netzwerk in das ER transportiert, wo die membrangebundene Protease Furin die A-
Untereinheit in ein ~ 27,5 kDa groB3es Al- und ein ~ 4,5 kDa grofles A2-Fragment spaltet
(siche Abbildung 4B (Vergroferung)). Bei dem freigesetzten A;-Fragment handelt es sich
um eine N-Glykosidase, die spezifisch das Adenin A4324 der 28s-rRNA in der 60S-
Untereinheit der Ribosomen entfernt (Garred ef al., 1995; Lea et al., 1999; Kurmanova et
al., 2007), weshalb die Stx zu den Ribosomen-inaktivierenden Proteinen (RIPs, engl.:
ribosome-inactivating proteins) gezdhlt werden. Dies hat zur Folge, dass die
Proteinbiosynthese irreversibel inhibiert wird (Thompson et al., 1976; Brown et al.,

1980), und dass Apoptoseprozesse ausgelost werden (Tesh, 2010; Bauwens et al., 2010).
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Abbildung 4: Aufbau und Struktur von Shiga Toxinen (Stx). (A) Schematische Darstellung des
Holotoxins, welches aus einer A-Untereinheit (UE) (StxA) und fiinf identischen B-UE (StxB) aufgebaut ist.
Die A-UE wird proteolytisch in ein Al- und ein A2-Fragment gespalten. (B) Ribbon-Darstellung des
Holotoxins mit Bindung des Rezeptors Gb3Cer (gelb). Der vergroferte Ausschnitt zeigt die Furin-
Spaltungsstelle zwischen Arg251 und Met252 in der A-UE und die Disulfidbriicke zwischen Cys242 und
Cys361, welche das Al- und das A2-Fragment verbindet. (C) Ribbon-Darstellung des B-Pentamers mit den
drei Bindestellen (Site 1, Site 2 und Site 3) pro B-UE fiir den Stx-Rezeptor Gb3Cer (gelb) (modifiziert nach
Johannes & Romer, 2010).

1.3 Pankreaskarzinomzelllinien

Das Pankreas ist ein 12-15 cm langes und 2,5 cm dickes Organ, das im
Retroperitonealraum des oberen Abdomens lokalisiert ist. Makroskopisch werden
Pankreaskopf, Pankreaskorper und Pankreasschwanz unterschieden. Das Pankreas agiert
simultan als endokrine und exokrine Driise. Die endokrine Funktion besteht hauptsidchlich
in der Regulation der Glukose-Homoostase durch die Hormone Insulin und Glucagon, die
in den Inselzellen produziert und direkt in die Blutbahn sezerniert werden. Die Inselzellen
befinden sich vorrangig im Pankreaskorper und —schwanz und nehmen nur 1-2 % des
Gewichts des Pankreas‘ ein. Ungefihr 98-99 % des Pankreas® bildet das serdse, exokrin
fungierende Driisengewebe, welches das Pankreassekret produziert. Das Pankreassekret
wird von den Azinuszellen freigesetzt und {iber das Pankreasgangsystem und die

Duodenumpapillen in das Duodenum sezerniert. Es enthdlt Verdauungsenzyme wie die
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a-Amylase, Trypsin, Proteasen, Desoxyribo- und Ribonukleasen sowie Lipasen, welche
fiir den Abbau der in der Nahrung enthaltenen, verwertbaren Néhrstoffe verantwortlich

sind (Weitz, 1998; Campbell et al., 2003). Abbildung 5 zeigt schematisch den Aufbau des

Pankreas.
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Zwolffinger- |
R \
darmpapille )\« | ‘Schwanz
A — |
/ / | \r———/j\)
1[ . — Drisenaus-
P fahrungsgang
P — Azinus
\ Zellen
\. — Vene
N
] .
7\\ \ | \\
GroBe ! ™\ \\ ; | Inselzellen
Zwolffinger- e \ | )
darmpapille Kopf Arterie

Abbildung 5: Anatomie des Pankreas. Das Pankreas wird in Kopf, Kérper und Schwanz unterteilt.
Exokrin fungierende Azinuszellen sezernieren das Verdauungssekret tiber den Pankreasgang und die kleine
und groBe Duodenumpapille in das Duodenum. Endokrin fungierende Zellen der Langerhans Inseln geben

blutzuckerregulierende Hormone direkt in die Blutbahn ab (modifiziert nach Weitz, 1998).

Durch die sukzessive Akkumulation von Genmutationen kénnen Neoplasien in den
verschiedenen Pankreasgeweben entstehen (Hruban et al., 2000; Vogelstein & Kinzler,
2004; zitiert nach Hidalgo, 2010). Abhédngig von ihrer Herkunft aus dem exokrinen oder
endokrinen Pankreas werden Tumore mit duktalem, azindrem, endokrinem und nicht
zuzuordnendem Ursprung beobachtet. Unter den malignen Pankreastumoren kommen
endokrine Tumoren mit 3 % der Fille relativ selten vor. Auch Karzinome aziniren
Ursprungs mit ~ 10 % der Pankreasneoplasien haben einen vergleichsweise seltenen

Charakter, wohingegen das duktale Adenokarzinom des exokrinen Driisengewebes mit
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~ 80 % aller Fille als die mit Abstand héufigste Form auftritt (Vincent et al., 2011).
Maligne Tumore sind in der Lage in das umliegende Gewebe einzudringen und so, durch
Infiltration des Blutkreislaufes und/oder des Lymphsystems, Metastasen in anderen
Korperregionen auszubilden (Schmitz, 2009; Plattner & Hentschel, 2011). Dabei werden
hauptsdchlich Metastasen in Leber und Peritoneum sowie Lymphknoten gebildet (Kelsen
etal., 1997).

Als Modellsysteme konnen Zelllinien des humanen Pankreaskarzinoms
herangezogen werden. Diese stammen aus dem Tumorgewebe und werden unter
geeigneten Kultivierungsbedingungen etabliert (Schmitz, 2009). Aufgrund der fehlenden
oder stark verminderten Proliferationshemmung sind Zelllinien iiber viele Passagen
hinweg stabil. Zelllinien kdnnen direkt aus einem Primdrtumor oder aus Metastasen des
Pankreaskarzinoms etabliert werden. Es wurde gezeigt, dass in 62 % bzw. 78 % der
Pankreaskarzinompatienten ein im Vergleich zu gesundem Gewebe erhohter Gb3Cer-
Gehalt vorliegt und die Pankreaskarzinomzelllinien DanG, MIA PaCa-2 und BxPC-3
ebenfalls Gb3Cer enthalten (Distler et al., 2009; Maak et al., 2011). Da also davon
ausgegangen werden kann, dass Pankreaskarzinomzelllinien den Stx-Rezeptor Gb3Cer
enthalten, stellen diese potentielle Modellsysteme fiir eine umfassendere Untersuchung
der Relation zwischen dem Rezeptor-Gehalt und der Stx-vermittelten Zytotoxizitdt dar.
Eine Reihe von 16 humanen Pankreaskarzinomzelllinien wurde ausfiihrlich von Mees et
al. im Tiermodell auf deren Differenzierung, die Gréfe der durch die Zelllinien
gebildeten Tumoren sowie das Potential der Zelllinien, umliegendes Gewebe zu
infiltrieren und Metastasen auszubilden, getestet (2009, 2011). Nach dem Einbringen der
jeweiligen Zelllinien in ein Spendertier und drei- bis vierwochigem Tumorwachstum
wurde ein Stiick des Subkutan-Tumors in das Pankreas eines Empfangertiers implantiert.
Die Tumorgrofle sowie das Infiltrations- und Metastasierungspotential der Zelllinien
wurde nach zwolf Wochen durch die Bestimmung des Tumorvolumens bzw. der Bildung

von Nah- und Fernmetastasen charakterisiert.

Aufgrund der divergierenden Genome von Tumorzellen kann die Expression von
beispielsweise Glykoproteinen, Glykolipiden und anderen, an Zell-Zell-Interaktionen
oder Signaltransduktionswegen beteiligten Rezeptoren im Vergleich zu gesundem
Gewebe verdndert sein. Somit stellt die Nutzung von Zelloberfldchenstrukturen auf den

Tumorzellen, die im Vergleich zu gesunden Zellen oftmals ein verdndertes
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Expressionsmuster zeigen, eine mdgliche Strategie fiir die Tumorbehandlung dar. Hiufig
sind diese Strukturen in Tumorgeweben in hoherem Mafe vorhanden als in dem
korrespondierenden gesunden Gewebe; sie liegen ,, Tumor-assoziiert™ vor. In diesem Fall
kann ein solcher Rezeptor als Zielstruktur fiir onkologische Therapien wie den Einsatz
von monoklonalen Antikérpern, zytotoxischen Lektinen oder Toxinen dienen. Dabei
erlangt das Konzept der Individualtherapie eine immer groBere Bedeutung, da das
Rezeptorexpressionsmuster bei Patienten mit der gleichen Tumorart variiert. Unter
anderem wurde von einem abweichenden Expressionsmuster von Gb3Cer in
Tumorgeweben berichtet. Daher wird der Einsatz von Stx bzw. eines auf der StxB-
Domine basierenden Therapeutikums fiir eine adjuvante Tumorbehandlung in Erwdgung

gezogen.

1.4 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist eine sehr sensitive Analysetechnik zur Bestimmung der
Molekiilmasse freier lonen im Hochvakuum. Ein Massenspektrometer besteht im
Wesentlichen aus drei Hauptkomponenten: der Ionenquelle, in der die Probenmolekiile
ionisiert und in die Gasphase iiberfiihrt werden, dem Massenanalysator, der die erzeugten
Analytionen hinsichtlich des Masse-zu-Ladung-Verhéltnisses (m/z) auftrennt, und dem
Detektor, der auftreffende Ionen registriert und in ein Signal umwandelt. Aus den
gewonnenen Daten kann dann ein Massenspektrum generiert werden, in dem die relativen

Hiufigkeiten der Analytionen gegen deren m/z-Werte aufgetragen sind.

Je nach analytischer Fragestellung konnen verschiedene Ionisierungsverfahren
Anwendung finden, die iiber individuelle Vorteile hinsichtlich der rdumlichen Aufldsung,

Sensitivitdt und Probenpriparation verfligen.
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1.4.1 IR-MALDI-o-TOF MS

Bei der IR-MALDI-o-TOF MS (Infrarot-Matrix-unterstiitzte Laser Desorptions/
Ionisations-orthogonal-Flugzeit Massenspektrometrie, engl.: infrared-matrix-assisted
laser desorption/ionization-orthogonal-time-of-flight mass spectrometry) wird die
Erzeugung der Analytionen durch einen kurzen Laserimpuls eingeleitet. Der exakte
Ionisierungsprozess ist jedoch noch nicht vollstindig aufgekldrt. Dabei sind die
Eigenschaften der Matrix fiir den Ionisierungsprozess von entscheidender Bedeutung. Die
Matrix muss eine starke Absorptivitdt fiir die eingesetzte Laserwellenlinge besitzen
(Dreisewerd, 2003). Der Er:YAG- (Erbium-dotierter Yttrium-Aluminium-Granat-Laser)
Infrarot-Laser besitzt eine Wellenldnge von A = 2,94 um, bei der beispielsweise Amino-
und Hydroxylgruppen angeregt werden (Lottspeich et al., 2006), so dass sich besonders
Fliissigmatrices wie Glycerin eignen (Hillenkamp & Karas, 2007). Zu dem Analyt wird
ein hoher molarer Uberschuss einer Matrix gegeben, sodass der Analyt in der Matrix
eingebettet wird. Im Feinvakuum der lonenquelle wird die Probe einem intensiven
Laserimpuls von einigen Nanosekunden bis zu 200 ns ausgesetzt, wobei die Laserenergie
auf die Matrixmolekiile iibertragen wird. Dabei wird ein Teil der Energie auf die
Analytmolekiile weitergegeben, wonach diese ionisiert werden. Durch die eingebrachte
Energie wird ein Teil des Probenfestkorpers explosiv freigesetzt, wobei sowohl Matrix-
als auch Analytmolekiile in die Gasphase liberfiihrt werden. Bei geeigneter Laserenergie
wird eine schonende, fragmentierungsarme Ionisierung gewihrleistet, die intakte
Molekiilionen von thermisch labilen Makromolekiilen hervorbringt (Lottspeich et al.,

2006). Der Aufbau eines MALDI-o-TOF-Instruments ist in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Aufbau ecines Massenspektrometers mit MALDI-Ionenquelle und orthogonalem
Flugzeit-Massenanalysator (modifiziert nach Loboda ef al., 2003).

Die MALDI MS mit einem IR-Laser eignet sich besonders zur direkten Kopplung
mit der Diinnschichchromatographie, da hier hohe Eindringtiefen in das Kieselgel der
Diinnschichtchromatographie-Platten erreicht werden konnen und somit die Ausbeute an
Analytmolekiilen erhoht wird (Dreisewerd ef al., 2005; Rohlfing et al., 2007; Distler et
al., 2008).

Als Analysator wird ein Flugzeit-Massenanalysator, auch TOF (engl.: time-of-flight)
genannt, eingesetzt. Die Analytionen durchlaufen nach dem Verlassen der Ionenquelle
eine feldfreie Driftstrecke, in der sie nach ihrem m/z-Verhiltnis aufgetrennt werden.

Aufgrund der Proportionalitét

mit  t= Flugzeit
m = Masse

q = Ladung
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fiir die Zeit, die ein lon fiir das Durchlaufen der Driftstrecke benétigt, kann aus der
Zeitmessung auf die Masse der lonen riickgeschlossen werden. Mit diesem Verfahren
lassen sich alle Ionen einer Polaritét in einem prinzipiell beliebig groen Massenbereich
parallel detektieren und bei genligend groBer Anzahl an Messzyklen zu einem

Massenspektrum aufsummieren.

Problematisch  sind jedoch bei axialen TOF-Massenspektrometern die
unterschiedlichen Startgeschwindigkeiten der Analytionen gleicher Masse, wodurch die
Auflosung und die Massengenauigkeit bei der Detektion reduziert werden. Die
Verbreiterung der Ionensignale kann mit Hilfe eines orthogonalen Flugzeit-
Massenanalysators vermindert werden. Dabei erfolgt die Laserdesorption in einer
Stickstoffatmosphédre bei ~ 0,1 bis 1 mbar. Der Stickstoff agiert als Stogas und
ermoglicht neben einer Abbremsung auch eine Stabilisierung aufgrund von
Kiihlungseffekten (engl.: collisional cooling) der Analytmolekiile. In dem der Ionenquelle
angeschlossenen Quadrupol werden die Analytionen gesammelt und anschlieBend im
orthogonal  angebrachten = TOF-Instrument  entsprechend  ihrer = Masse-zu-
Ladungsverhiltnisse aufgetrennt. Mit Hilfe dieser Entkopplung von Ionisierung und
Massenanalyse wird die Auflosung im Vergleich zu einem axial angebrachten

Massenanalysator verbessert und die Massengenauigkeit erhoht (Loboda et al., 2003).

1.4.2 nanoESI-Q-TOF MS

Als nanoESI-Q-TOF MS bezeichnet man die nanoElektrospray lonisation-
Quadrupol-Flugzeit  Massenspektrometrie  (engl.:  nanoelectrospray  ionization
quadrupole-time-of-flight mass spectrometry). In Abbildung 7 ist der Aufbau eines ESI-

Q-TOF Massenspektrometers illustriert.



1. EINLEITUNG 16

Claskapillare  propenkonus

lonenblock

Extraktionskonus Quadrupol Hexapol
RF Hexapol Kollisionskammer

RF Hexapol

Reflektron

Abbildung 7: Aufbau eines ESI-Q-TOF Massenspektrometers.

Das schonende lonisierungsverfahren gewahrleistet den Transfer intakter
Analytionen aus der Lésung in die Gasphase. Fir die Desolvatisierung wird der geltste
Analyt in eine leitfahige Kapillare uberfuhrt. Zwischen der Elektrode in der Kapillare und
einer Gegenelektrode im Massenspektrometer wird eine hohe Potentialdifferenz angelegt.
Das entstehende elektrische Feld durchdringt die Analytlosung und trennt die lonen. Im
Positivionenmodus stellt eine Kathode die Gegenelektrode dar, wodurch Kationen an die
Losungsmitteloberflache diffundieren und Anionen in der Analytlésung verbleiben.
Positiv geladene lonen werden weiter in Richtung der Kathode angezogen, und die
Losung bildet an der Kapillarspitze aufgrund der Oberflachenspannung des Solvents den
sogenannten Taylor-Konus. Liegt eine ausreichend hohe Potentialdifferenz vor, ist der
Konus stabil und emittiert einen kontinuierlichen filamentartigen Fllssigkeitsstrom. In
weiterer Entfernung von der Anode zerfallt der Flissigkeitsfilm der Analytlésung in
winzige aneinander  gereihte  Tropfchen.  Aufgrund des  kontinuierlichen
Losungsmittelverlustes durch Verdampfen des Solvents nimmt die Ladungsdichte in den
Tropfchen stetig zu und es kommt wiederholt zu Coulomb-Explosionen, so dass die
Analytionen beim Transfer in das Massenspektrometer desolvatisieren. Der
lonisierungsprozess erfolgt bei Atmosphdarendruck; die anschlieBende Massenanalyse
findet jedoch im Hochvakuum statt. Ein spezielles interface gewdéhrleistet den Ubergang
der lonen in das Massenspektrometer.

Bei MS/MS-Analysen wird ein vorgeschalteter Quadrupol als Massenfilter

verwendet. Er ist aus vier parallelen stabformigen Metallelektroden aufgebaut. Am
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Quadrupol wird sowohl eine elektrische Gleichspannung als auch eine Wechselspannung
angelegt, wobei die Spannungen so gewihlt werden koénnen, dass nur Ionen mit einem
bestimmten m/z-Verhéltnis den Quadrupol passieren konnen. Ionen mit anderen m/z—
Verhéltnissen weisen aufgrund der elektrischen Felder eine instabile Flugbahn auf,
kollidieren mit den Metallstdben und werden somit nicht detektiert.

Die den Quadrupol passierenden Analytionen gelangen in einen Hexapol, welcher als
Kollisionskammer dient. Dieser Hexapol wird von einem inerten Gas wie beispielsweise
Argon durchstromt. Ankommende lonen aus dem Quadrupol kollidieren mit den
Gasmolekilen und werden fragmentiert. Dieser Prozess wird als collision-induced
dissociation (CID) bezeichnet. In einem nachgeschalteten Flugzeit-Analysator werden die
Fragmentionen nach ihrem m/z-Verhaltnis aufgetrennt. Das resultierende CID-Spektrum
zeigt die Molekulmassen der gebildeten Fragmentionen. Somit kdnnen mittels CID-
Experimenten Daten (ber die Struktur der im Ubersichtsspektrum detektierten
Molekilionen erhalten werden (Lottspeich et al., 20006).

1.4.3 TOF-SIMS

Die Analyse von biologischen Proben, wie z. B. Gewebeproben oder Zellkulturen, ist
fir das Verstindnis von biochemischen Prozessen, der Zellbiologie und
Krankheitsentstehung sowie deren Pravention und Behandlung von zentraler Bedeutung.
Optische Verfahren kdnnen dabei nur bedingt exakte Strukturaufkldrungen liefern, da sie
oftmals einer speziellen Probenprédparation oder dem Markieren der zu untersuchenden
Komponenten bediirfen (Vickerman, 2011; Fletcher et al., 2011). Daher gerit das
massenspektrometrische imaging von biologischem Material immer mehr in den Fokus
der Forschung, da es eine markierungsfreie Methode fiir die Detektion von Biomolekiilen
ermoOglicht. Ein geeignetes Verfahren ist die TOF-SIMS (Flugzeit-Sekundérionen
Massenspektrometrie, engl.: time-of-flight secondary ion mass spectrometry) aufgrund
der hohen lateralen Auflosung, der spezifischen Detektion und der hohen Sensitivitit
(Fletcher et al., 2011). Dabei kann der Analyt nicht nur nachgewiesen, sondern auch
dessen Lokalisation im subzelluliren Bereich bestimmt werden (Vickerman, 2011).

Abbildung 8 zeigt den prinzipiellen Aufbau eines TOF-SIMS Geriites.
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Bei der TOF-SIMS werden die Proben mit einem gepulsten Primérionenstrahl hoher
Energie (einige 10 keV) beschossen. Hierdurch wird in der Probe eine StofBkaskade
ausgelost, in deren Folge es zur Desorption von Sekundérteilchen kommt. Dies kdnnen
sowohl Elektronen, Atome und Molekiile, aber auch Ionen beliebiger Polaritdt der in der
Probe vorhandenen Elemente und Verbindungen sein. Die Sekundirionen werden nun
mittels  Flugzeit-Massenspektrometrie  (s. 0.) detektiert und identifiziert. Als
Primérteilchen werden iiblicherweise Ga'-lonen, in jiingerer Zeit vermehrt auch
Clusterionen wie Au,”" oder Bi,*" verwendet. Diese werden mit einer
Fliissigmetallionenquelle erzeugt und kdnnen so mit einem Primérionenstrahldurchmesser
<200 nm auf die Probe fokussiert werden. Durch das systematische Abrastern der Probe
und den daraus erhaltenen lokalen Massenspektren konnen Ionenverteilungsbilder
innerhalb der (Zell-) Oberfliche generiert werden, wobei mit Hilfe einer
Falschfarbendarstellung eine bildliche Wiedergabe der Konzentrationsverteilung des

Analyten erfolgt.

A Reflektor B

Massenspektrum Imaging
Primar-
ionenquelle
Detektor
. S~ 2
Sekundar- Primérionen v M Sekundarionen
ionenoptik q‘ 8- L
Hauptkammer
Schleuse o
lonisierung

Abbildung 8: Aufbau eines TOF-SI Massenspektrometers und Prinzip der Ionisierung. (A) Aufbau
des Massenspektrometers: Die Probe gelangt durch eine Schleuse in die Hauptkammer und wird dort mit
einem Primérionenstrahl aus der Ionenquelle beschossen. Die Sekundérionen werden durch eine spezielle
Optik fokussiert, nach ihrem m/z-Verhdltnis in der feldfreien Driftstrecke aufgetrennt und am Detektor
aufgezeichnet. (B) Ablauf des ion imaging.
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Neben der zweidimensionalen Bildgebung koénnen auch dreidimensionale
Tiefenprofile von biologischen Proben mittels TOF-SIMS erstellt werden. Dazu ist das
Gerdt mit einer zweiten lonenquelle ausgestattet, die dazu dient, die Probenoberfldche
abzuitzen (engl.: sputter etching, ,,Zerstaubungsitzung®), um darunter liegende Schichten

charakterisieren zu kdnnen (Arlinghaus, 2008).
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2. ZIELSETZUNG

Humane Zellen weisen unterschiedliche Sensitivititen gegeniiber Stx auf. Bislang
wurden vergleichende Arbeiten zur Stx-vermittelten Zytotoxizitdit gegeniiber
verschiedenen Zelltypen nur sporadisch und in begrenztem Umfang mit meist wenigen
Zelllinien durchgefiihrt, z. B. mit lymphoiden und myeloiden Zelllinien (Hoffmann et al.,
2010) oder Endothelzelllinien (Bauwens et al., 2010; Betz et al., 2011, 2012). Obwohl die
hochaffine Bindung des Stx an den zelluliren Rezeptor Gb3Cer, die geringere Affinitét
gegeniiber Gb4Cer und die Rezeptor-vermittelte Endozytose sowie der anschlieBende
retrograde Transport ins Zytosol bereits ldnger bekannt sind, wurde bisher noch keine
umfassende Untersuchung zum Rezeptor-Gehalt von humanen Zellen, der strukturellen
Variabilitdit der GSL-Rezeptoren und der Sensitivitit der Zellen gegeniiber Stx
durchgefiihrt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die systematische und detaillierte
Charakterisierung eines Kollektivs von 15 verschiedenen Zelllinien des humanen
duktalen Adenokarzinoms des Pankreas‘ hinsichtlich ihrer Sensitivitidt gegeniiber Stx2,
threr Expression der Rezeptor-relevanten Glykosyltransferasen, ihres Rezeptor-Gehalts

und der Feinstruktur ihrer Stx-Rezeptoren.

Zunichst sollte mit Hilfe von Zytotoxizitdts-Assays die zellschddigende Wirkung von
Stx auf die Zelllinien ermittelt werden. AnschlieBend sollte der Gehalt an Gb3Cer- und
Gb4Cer-Molekiilen in den Zelllinien bestimmt werden, um Anhaltspunkte fiir die
Unterschiede in der Sensitivitdt der Zelllinien gegeniiber Stx2 zu erhalten. Hierzu sollten
sowohl die Glykosyltransferasen, die die Stx-Rezeptoren Gb3Cer und Gb4Cer
synthetisieren, mit Hilfe der Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion analysiert
als auch die Stx-Rezeptoren Gb3Cer und Gb4Cer durch diinnschichtchromatographische
und immunologische Verfahren in den Zelllinien nachgewiesen werden. Um die Stx-
Rezeptoren hinsichtlich ihrer molekularen Struktur zu charakterisieren, sollten sie mit
zwel unterschiedlichen massenspektrometrischen Methoden untersucht werden. Mittels
IR-MALDI-0o-TOF MS sollten préilimindre Informationen iiber die Strukturen der Stx-
Rezeptoren erhalten werden, die dann detailliert mittels nanoESI-Q-TOF MS durch CID-

Experimente liberpriift bzw. verifiziert werden sollten.
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AbschlieBend sollten beispielhaft TOF-SIMS-Untersuchungen durchgefiihrt werden,
um erste Hinweise auf die Verteilung von Lipiden in Zellmembranen zu erhalten. Da
bislang relativ groBe Molekiile wie GSL nicht intakt ionisiert werden kdnnen, sollte iiber
den SIMS-Nachweis der Cholin-Gruppe von Phosphatidylcholin und Sphingomyelin
deren Verteilung in der Membran im Vergleich zur diinnschichtchromatographischen

Bestimmung untersucht werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Biomol (Hamburg), Carl Roth
GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Merck KGaA (Darmstadt), Riedel-de-Haén AG (Seelze),
Ro6hm GmbH & Co. KG (Darmstadt), SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg) und
Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis, USA) in pro analysis (p.a.)-Qualitit bezogen. Die
organischen Losungsmittel Chloroform und Methanol (Merck KGaA) wurden zusétzlich
destilliert und das Chloroform durch die Zugabe von geringen Mengen an Methanol
stabilisiert. Ein vollstindiges Verzeichnis der verwendeten Chemikalien ist im Anhang

(Kapitel 8.1) aufgefiihrt.

3.2 Pankreaskarzinomzelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden Zelllinien des humanen duktalen
Adenokarzinomen des Pankreas‘ untersucht. Sechs der Zelllinien stammen aus einem
Primartumor, fiinf Zelllinien wurden aus Lebermetastasen des Adenokarzinoms etabliert
und jeweils zwei Zelllinien entstammen Aszites- bzw. Lymphknotenmetastasen. Die
Zelllinien wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Jorg Haier (Zentrum fiir
Onkologie, Universitédtsklinikum Miinster) bereitgestellt und wurden detailliert beziiglich
threr  Eigenschaften = wie  Differenzierung, Tumorgrofe, Infiltrations- und
Metastasierungspotential im Tiermodell charakterisiert (Mees et al., 2009, 2011). In
Tabelle 1 sind die Ursprungsgewebe, Eigenschaften und Kultivierungsbedingungen fiir

die einzelnen Zelllinien zusammengefasst.

Abbildung 9 zeigt die unterschiedlichen Zellmorphologien verschiedener
Pankreaskarzinomzelllinien an ausgewihlten Beispielen. Die Zelllinien MIA PaCa-2 und
AsPC-1 zeigen eine #dhnliche Morphologie wie PANC-1 (Abbildung 9A). Identische
Morphologien wiesen die beiden Zelllinien S2-028 und S2-007 (Abbildung 9B) auf.
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Capan-1, Capan-2, Bx-PC-3 und SU.86.86 sind morphologisch mit HPAF-II (Abbildung
9C) vergleichbar. Die Zelllinien Pa-Tu-8902, PT45P1, Pa-Tu-8988T und Hs 766T liefen
eine Morphologie vergleichbar mit MPanc-96 (Abbildung 9D) erkennen.

Abbildung 9: Mikroskopische Aufnahmen von Pankreaskarzinomzelllinien bei 10-facher

Vergrofierung. (A) PANC-1, (B) S2-007, (C) HPAF-II und (D) MPanc-96 (siche Tabelle 1).
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3.3 Zellkultivierung

Alle verwendeten Zelllinien zeichnen sich durch adhdrentes Wachstum aus und
bilden typische Monolayer aus. Bei Konfluenz, d.h. bei der dichtest moglichen
Anordnung von Zellen im Kulturgefal3, stellen die Zellen aufgrund der Kontaktinhibition
die Proliferationsrate ein. Die Zellen sollen jedoch ihren teilungsaktiven Zustand
beibehalten, weshalb eine Subkultivierung (Passagierung) wihrend der logarithmischen
Wachstumsphase  durchgefiihrt wurde. AuBlerdem nimmt im  konfluenten
Wachstumsstadium das Nihrstoffangebot ab und der pH-Wert sinkt. Die Zellen halten
dem Selektionsdruck aufgrund des einsetzenden Nihrstoffmangels nicht stand, zumal
Abbauprodukte, wie z. B. Laktat oder Ammoniak, das Mediummilieu verschlechtern und
somit der Kultur schaden. Weiterhin ist das Aufteilen einer Kultur in mehrere
Kulturgefale wihrend der exponentiellen Wachstumsphase fiir hohe Zellausbeuten

empfehlenswert.

3.3.1 Kultivierungsbedingungen

Die Zellkulturen wurden in einem Brutschrank in 8 %iger (v/v) CO;-Atmosphére und
95 %iger (v/v) Luftfeuchtigkeit bei einer Temperatur von 37 °C inkubiert. Alle Losungen
zur Zellkultivierung wurden auf 37 °C temperiert, falls nicht anders angegeben.

Die Handhabung der Zellkulturen erfolgte unter aseptischen Bedingungen in einer
Reinraumwerkbank  unter einem  kontinuierlichen, laminaren, hochleistungs-
schwebstoffgefilterten Luftstrom. Die fiir die entsprechenden Versuche bendtigten Gerite
und Materialien wurden vor dem Einbringen in die Reinraumwerkbank duBerlich mit
70 %igem  (v/v)  Ethanol  desinfiziert. = Als  Kultivierungssystem  dienten
Gewebekulturflaschen (engl.: tissue flask, T-Flasche) mit einer Wachstumsflache von 25
und 75 cm® (Corning, Wiesbaden) sowie 175 cm’ (Greiner Bio-One, Essen), welche mit
7, 20 bzw. 50 ml Kulturmedium versehen wurden. T-Flaschen bestehen aus Polystyrol
und besitzen eine durch Gasionisation hydrophilisierte Wachstumsoberflidche, so dass die
Adhision der Zellen erfolgen kann. Die verwendeten T-Flaschen sind mit filtercaps

ausgestattet, so dass ein Gasaustausch mit der Atmosphdre im Inkubator bei
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geschlossenem Deckel stattfinden kann, wodurch das Kontaminationsrisiko minimiert

wird.

Alle Zelllinien des humanen Pankreaskarzinoms wurden vor Versuchsbeginn mit
einer Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR) hinsichtlich
einer Mykoplasmenkontamination untersucht. Das Nachweisverfahren beruht auf der
Detektion einer hoch konservierten Region der 16s rRNA im Mykoplasmengenom
(Venor® GeM Mycoplasma Detection Kit for conventional PCR, Minerva Biolabs,
Berlin). Bei einer Kontamination zeigen die Proben das gleiche Muster im Agarosegel
wie die internen Kontrollen. Bei einer Kontamination mit Mykoplasmen ist eine
Behandlung iiber mindestens drei Passagen mit spezifischen Antibiotika notwendig
(MycoKill AB Antibiotic, PAA Laboratories, Pasching, Osterreich), um die
Kontamination zu entfernen. Die nachfolgenden Experimente wurden ausschlieBlich mit

Mykoplasmen-freien Zellkulturen durchgefiihrt.

3.3.2 Passagierung von Zellen

Adhérent wachsende Zellen bilden bei Konfluenz geschlossene Monolayer aus, und
es kommt zur Kontaktinhibition. Dadurch stellen die Zellen ihre Proliferation
weitestgehend ein. Um sie weiter teilungsaktiv zu propagieren, miissen die Zellen von
ihrer Wachstumsoberflache dissoziiert und in geringerer Dichte in ein neues Kulturgefal3
iiberfiihrt werden. Dazu wurde nach dem Verwerfen des Kulturmediums der Zellrasen mit
~0,2 ml/em® kalzium- und magnesiumfreier, Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung
(engl.: calcium and magnesium free — phosphate buffered saline, CMF-PBS; Lonza,
Verviers, Belgien) gewaschen, um die in dem Medium enthaltenen Proteaseinhibitoren zu
entfernen und die Konzentration an bivalenten Kationen zu verringern. Anschlieend
erfolgte eine achtminiitige Inkubation mit ~ 0,04 ml/cm®> Accutaselosung (PAA
Laboratories) bei 37°C und 8 % CO,. Darin enthaltene Proteasen verdauen die
Adhiésionsproteine, und EDTA komplexiert zweiwertige Kationen, die zellbindende
Membranproteine stabilisieren. Durch Zugabe eines &quivalenten Volumens des
entsprechenden Kulturmediums (Tabelle 2) wurde die Reaktion gestoppt, die Zellen
resuspendiert und in einer definierten Zelldichte (siche Tabelle 1) in ein Kulturgefal mit

0,28 ml/cm?® Medium eingesit.
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Tabelle 2: Zusammensetzung des Kulturmediums fiir humane Pankreaskarzinomzelllinien.

Bestandteil Volumen [ml] Firma
DMEM, 4,5 g/l Glukose 445 bzw.395%* Lonza
FBS Gold 50 bzw.100* PAA
L-Glutamin 5 Lonza

*je nach Zelllinie, siehe Tabelle 1

3.3.3 Zellkonzentrationsbestimmung

Die Zellkonzentrationsbestimmung wird mit Hilfe eines Hamozytometers
durchgefiihrt. Durch die Netzeinteilung auf dem Objekttrager und das Aufbringen eines
planar geschliffenen Deckglases kann eine Zellzdhlung in einem definierten Volumen

erfolgen und die Zellkonzentration nach folgender Formel berechnet werden:

__ Anzahl ZellenxVerdinnung f aktorx 10%

Zellkonzentration [Z/ml] =

Anzahl gezahlter Grofiquadrate

Mit Hilfe der Trypanblau-Farbung lassen sich weiterhin lebende und tote Zellen
unterscheiden, da der Farbstoff ausschlieBlich durch geschédigte Zellmembranen toter
Zellen diffundieren kann. Dazu wurden 50 pl Zellsuspension mit 50 pl Trypanblauldsung
(0,4% (v/v) in PBS; Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA) vermischt und in das
Hidmozytometer gegeben. Die Viabilitit der Zellen wird mit der nachfolgenden Formel

berechnet:

Anzahl tote Zellen x 100
Gesamtzellzahl

Viabilitit [%] =

3.3.4 Kryokonservierung von Zellen

Bei der Kryokonservierung werden Zellkulturen langfristig unter Erhaltung ihrer
Vitalitdt bei etwa -190 °C in der Gasphase {iiber fliissigem Stickstoff gelagert. Das
Kryokonservierungsmedium  enthdlt neben dem Kulturmedium 10% (v/v)

Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma-Aldrich Inc.), welches die Ausbildung membran-
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schadigender FEiskristalle wéhrend des Einfrierprozesses verhindert. Nach der
Vereinzelung der Zellen und der Zellkonzentrationsbestimmung werden die Zellen fiir
5 min bei 200 g zentrifugiert. AnschlieBend wird das Zellsediment in der gewiinschten
Zellkonzentration (meist 10° Zellen/ml) in gekiihltem Kryokonservierungsmedium
resuspendiert und je 1 ml Zellsuspension in vorgekiihlte 1,8 ml-Kryordhrchen (Cryo.S™,
Greiner Bio-One; Essen) aliquotiert. Die Kryordhrchen werden in eine mit Isopropanol
gefiillte Einfrierkammer (Nalgene™ 1 °C Freezing Container ,,Mr Frosty*, Nalgene,
Rochester, USA) und diese in einem -70 °C Gefrierschrank platziert, wodurch eine
konstante Abkiihlrate der Zellsuspension von 1 °C/min erzielt wird. In dem
Tiefgefrierschrank konnen die kryokonservierten Zellkulturen fiir einige Monate gelagert
werden; flir die Langzeitlagerung werden diese in die Gasphase eines Stickstofftanks

(German Cryo, Jiichen) bei -190 °C iiberfiihrt.

3.3.5 Zytotoxizitits-Assay

Der Zytotoxizitdts-Assay stellt eine Weiterentwicklung des etablierten vero cell
assays (Konowalchuk et al., 1977) dar und ermdglicht die Untersuchung der Sensitivitét
der verwendeten Zelllinien gegeniiber Stx2. Das Testprinzip beruht auf der Bestimmung
des zytotoxischen Titers, bei dem 50 % der Zellen abgestorben sind und sich abgelost
haben (engl.: cytotoxicity dose, CDsy).

100 pl der Zellsuspension mit entsprechender Zellkonzentration (siche Tabelle 1)
wurden pro Kavitét in eine Mikrotiterplatte (MTP) eingesit und fiir 48 h im Brutschrank
inkubiert. Nach optischer Kontrolle des subkonfluenten Bewuchses am Lichtmikroskop
wurden die Zellen mit unterschiedlichen Stx2-Konzentrationen in 100 pl Kulturmedium
fiir weitere 48 h im Brutschrank inkubiert. Zu den mitgefiihrten Kontrollen wurde kein
Stx2 zugegeben. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen, die nahezu kein
Ablosen von der MTP zeigen sollten. Bei der Positivkontrolle wurde das Kulturmedium
entfernt und die entsprechenden Kavitdten mit 100 ul 1 % (v/v) Triton X-100 (SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg) in Kulturmedium befiillt, welches als Detergenz die
Zellmembran der Zellen zerstort. Nach einstiindiger Inkubation im Brutschrank wurde die
MTP geschiittelt, um tote Zellen vollstindig zu 1dsen, und die Uberstinde wurden

verworfen. Die Fixierung der verbliebenen Zellen erfolgte mit jeweils 70 pl einer
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2 %igen (v/v) Formaldehydlosung in CMF-PBS fiir 10 min bei Raumtemperatur (RT).
AnschlieBend wurde die Formaldehydlosung verworfen und die Zellen wurden mit
jeweils 70 pl der Zellfarbelosung (0,13 % (w/v) Kristallviolett, 2 % (v/v) Formaldehyd,
5% (v/v) Ethanol in CMF-PBS) fiir 1 h bei RT inkubiert. Durch wiederholtes
vorsichtiges Spiilen mit deionisiertem Wasser (H,Ogcion)Wurde die Farbeldsung, die nicht
von den Zellen aufgenommen wurde, ausgewaschen, bis keine Farbung mehr im Wasser
erkennbar war. Die MTP wurde an der Luft getrocknet und zu jeder Kavitdt wurden
100 ul 50 % (v/v) Ethanol in CMF-PBS hinzugefiigt. Unter leichtem Schwenken auf
einem Schiittler wurde die MTP fiir 30 min inkubiert, um das Kristallviolett aus den
Zellen herauszulosen. Die Quantifizierung erfolgte in einem ELISA-Reader (Opsys MR,
Dynex, Berlin) bei einer Wellenldnge von A = 570 nm. Der CDsy-Wert entspricht der Stx2-
Konzentration, bei der 50 % der Absorption im Vergleich zu der Negativkontrolle erreicht

wurde.

3.4 Nachweis von Glykosyltransferasen mittels Reverse

Transkriptase-Polymerasekettenreaktion

Bei der PCR handelt es sich um eine Methode zur molekularbiologischen
Expressionsanalyse definierter Nukleinsduresequenzen. Das Prinzip der PCR beruht auf
der exponentiellen Amplifikation einer gewiinschten Sequenz aus
Desoxyribonukleinsduren (engl.: desoxyribonucleic acids, DNA) in periodischen
Repliken dreier temperaturabhiangigen Phasen: (I) Denaturierung, (II) Annealing und (III)
Elongation. Bei der Denaturierung wird die doppelstringige DNA durch Temperaturen
zwischen 92-95 °C aufgeschmolzen, so dass einzelstringige DNA-Molekiile vorliegen.
Das Annealing bezeichnet die Hybridisierung der Primer, kurzer Oligonukleotide, an die
Zielsequenz der Einzelstrang-DNA. Die Reaktionstemperatur ist von den Eigenschaften
der verwendeten Primer abhéngig. Ausgehend von den Primern wird dann wéhrend der
Elongation bei 72 °C durch die DNA-Polymerase die Einzelstrang-DNA komplementér
verlangert, so dass wieder doppelstrangige DNA vorliegt. Wird die doppelstrangige DNA

nun wieder denaturiert, liegen bereits doppelt so viele DNA-Templates vor, weshalb
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durch die zyklische Wiederholung der Temperaturphasen eine exponentielle
Amplifikation stattfindet. Tatsdchlich erfolgt die exponentielle Vervielfiltigung allerdings
nur in den ersten Zyklen, da die Amplifikation aufgrund der Limitierung der Substrate

und der Synthese von Nebenprodukten beeintrachtigt wird.

Bei der Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) werden Ribonukleinsiduren (engl.:
ribonucleic acids, RNA) als genetisches Ausgangsmaterial fiir die molekularbiologische
Expressionsanalyse bestimmter Gensequenzen eingesetzt. Dabei wird die RNA von
reversen Transkriptasen in complementary DNA (cDNA) transkribiert, welche dann als

Template fiir die DNA-Polymerase dient und amplifiziert werden kann.

3.4.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturen

Die Handhabung von RNA gestaltet sich als kritisch, da ubiquitidr vorhandene und
schwer zu inaktivierende RNasen die isolierte RNA-Probe abbauen konnen. RNasen
werden von allen lebenden Organismen synthetisiert und benétigen im Gegensatz zu
DNasen meistens keine Cofaktoren wie Ca*", Mg®" oder Zn®". Dementsprechend werden
Materialien verwendet, die laut Herstellerangaben DNase- und RNase-frei produziert und
verpackt sind. Des Weiteren werden Arbeitsflichen vor Versuchsbeginn mit RNaseZAP®™
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) zur Entfernung von Ribonukleasen gereinigt.

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kit® (QIAGEN,
Hilden). Dazu wurden 4 x 10° Zellen der jeweiligen Zelllinie (siche Tabelle 1) mit 350 pl
Lysepuffer (RLT-Puffer mit 1 % (v/v) Mercaptoethanol) versetzt und resuspendiert. Das
Lysat wurde auf eine QIAShredder-Séule aufgetragen und fiir 2 min bei 14.100 g
zentrifugiert, um den Zellaufschluss zu verbessern. AnschlieBend wurde das Lysat mit
dem é&quivalenten Volumen an 70 %igem (v/v), unvergélltem Ethanol verdiinnt, gut
vermischt, auf die RNeasy Mini Sdule gegeben und 15 sec bei 6700 g zentrifugiert. Dabei
bindet die RNA an die Silicamembranen der Sdule. Das Eluat wurde verworfen und die
Sdule wurde mit 700 pl RWI1-Puffer durch Zentrifugation fiir 15sec bei 6700 g
gewaschen. Es wurden zwei weitere Waschschritte mit jeweils 500 ul RPE-Puffer
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die RNA mit 40 ul RNase-freiem Wasser durch
Zentrifugation fiir 1min bei 14.100 g eluiert. Durch die Wiederhoung des
Elutionsschrittes wird die RNA-Ausbeute weiter erhoht.
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3.4.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde die optische Dichte (OD)
photometrisch bei einer Wellenlinge von A =260 nm gemessen. Eine ODys von 1
entspricht einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml. Unter Bertlicksichtigung der

Verdiinnung wird die RNA-Konzentration wie folgt berechnet:

c(RNA)[ug/ml] = 0Dy XV X 40

mit c(RNA) = Konzentration der Ausgangslosung
ODyp = Absorption der Losung bei A = 260 nm
v = Verdiinnungsfaktor
40 = Multiplikationsfaktor fiir RNA

Zusitzlich wurde die OD bei A =280 nm bestimmt, um aus dem Verhiltnis von
ODy6p zu ODygp den Grad der Kontamination mit Proteinen zu evaluieren. Optimale
Werte fiir dieses Verhiltnis liegen zwischen 1,8 und 2,0. Allerdings sind diese
Verhéltniswerte abhéngig von dem Salzgehalt des Wassers, in dem die RNA geldst ist, so
dass Werte zwischen 1,5 und 2,0 durchaus messbar sind, ohne dass eine

Proteinkontamination vorliegt (Wilfinger et al., 1997).

3.4.3 Reverse Transkriptase — Polymerasekettenreaktion

Fiir die Durchfithrung der RT-PCR wurde das QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit
verwendet. In der Enzymmischung sind neben der thermostabilen HotStar Tag DNA-
Polymerase die Omniscript™- und Sensiscript®-Reverse Transkriptasen enthalten, die
jeweils rekombinant aus E. coli isoliert und aufgereinigt wurden. Die einzelnen
Komponenten des Kits wurden schonend auf Eis aufgetaut und analog zu dem

Pipettierschema in Tabelle 3 zu einem Mastermix kombiniert.
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Tabelle 3: Pipettierschema fiir den Mastermix der RT-PCR.

Komponente Volumen pro Reaktionsansatz
RNase-freies Wasser 13,75 pul
5 x RT-PCR Puffer 5,0 ul
dNTP Mix (je 10 mM pro dNTP*) 1,0 ul
Primer F (100 pmol/ul) 0,25 pul
Primer R (100 pmol/pul) 0,25 ul
QIAGEN Enzymmischung 1,0 pl
DMSO 1,25 pl
Reaktionsvolumen ohne Template-RNA 24 ul

*Desoxyribonukleosidtriphosphate

Die in dem Mastermix eingesetzten Primer flankieren spezifisch die Gensequenzen

der al,4-Galaktosyltransferase (al,4-GalT, Gb3Cer-Synthase) bzw.

der p1,3-N-

Acetylgalaktos-aminyltransferase (f1,3-GalNAcT, Gb4Cer-Synthase). Die Primer wurden

von Herrn Ivan Kouzel (Institut fiir Hygiene, Medizinische Fakultit, Westfélische

Wilhelms-Universitdt Miinster) konstruiert und von Eurofins MWG Operon (Ebersberg)

synthetisiert (Tabelle 4).

Tabelle 4: Sequenzen und Eigenschaften der verwendeten Primer.

Primer Sequenz (539 GC- Annealing- Fragment-

Gehalt temperatur linge

al,4-GalT CTA CCT GGA CAC GGA CTT 55,6% 51°C 401 bp

(sense)

al,4GalT CCT GGC TCTTCT TGT TCC 55,6% 51°C 401 bp

(antisense)

B1,3GaINAcT TGT TGG CAT TGT CCT TAGA 42,1% 49 °C 603 bp

(sense)

B1,3-GaINAcT ATG TGG TGT TCC TTA GCAT 42,1% 49 °C 603 bp

(antisense)
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Jeweils 24 pl des Mastermixes wurden in ein 0,2 ml PCR-Reaktionsgefdf3
(Eppendorf, Hamburg) gegeben und mit 1 pl der isolierten RNA gut vermischt. Als
Positivkontrolle wurde 1 pl eines RNA-Isolats von HBMECs (engl.: human brain
microvascular endothelial cells) eingesetzt, da diese Zelllinie die nachzuweisenden
Glykosyltransfeasen exprimiert (Schweppe et al., 2008). Fiir eine Negativkontrolle wurde
das entsprechende Volumen an RNase-freiem Wasser verwendet. Im Thermocycler (T-
Personal combi; Biometra, Gottingen) erfolgte die Transkription von der Template-RNA
zu cDNA und die Amplifikation. Das Temperaturprogramm des Thermocyclers wurde so
gewdhlt, dass anfangs die Temperatur mit 50 °C im Aktivitdtsoptimum der reversen
Transkriptasen liegt. Durch die anschlieBende Temperaturerhdhung auf 95 °C wurden die
Transkriptasen inhibiert, wihrend die Tag-Polymerase aktiviert wurde. In Tabelle 5 ist das

Temperaturprogramm fiir die RT-PCR zusammen gefasst.

Tabelle 5: Temperaturprogramm des Thermocyclers fiir die RT-PCR.

Phase Zeit Temperatur
Vorheizen 30 min 50 °C
Reverse Transkription 30 min 50°C
Polymerase-Aktivierung 15 min 95°C

Zyklusablauf (30 Zyklen)

Denaturierung 30 sec 94 °C
Annealing 30 sec 49 °C bzw. 51 °C*
Elongation 1 min 72 °C
Finale Elongation 10 min 72 °C
Kiihlen ~ 60 min 4°C

*primerabhéngig, siche Tabelle 4

Die Lagerung der Amplifikate erfolgte bei -20 °C.
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3.4.4 Agarosegelelektrophorese

Zur Kontrolle der PCR und Identifizierung der DNA-Amplifikate wurde eine
Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Aufgrund ihrer Phosphatgruppen sind DNA-
Fragmente negativ geladen und wandern so im elektrischen Feld von der Kathode in
Richtung Anode. Anhand der Wanderungsgeschwindigkeit wird die Lidnge der
Amplifikate durch den Vergleich mit den Fragmenten einer 100 Basenpaar (bp) DNA-
Leiter (Invitrogen, Carlsbad, USA) bestimmt. Die verwendeten Losungen sind in Tabelle
6 aufgelistet.

Die Agarose wurde durch Aufkochen in TBE (TRIS-Borat-EDTA)-Puffer gelost, in
die Gelkammer gegossen und die Probentaschen durch Einsetzen eines Kamms geformt.
Nach ca. 1 h ist das Gel vollstindig polymerisiert. Das Gel wurde mit 0,5 x TBE-Puffer
iiberschichtet, welcher als Elektrophoresepuffer dient, und der Kamm wurde entfernt. Zur
Identifizierung der PCR-Produkte wurden 6 pl von einer Mischung aus 2 pl Ladepuffer,
8 ul Milli-Q Wasser und 2 pl des jeweiligen PCR-Amplifikats in eine Tasche des
Agarosegels pipettiert. Die angelegte Spannung betrug 120 V. Die Elektrophorese wurde
nach 1,25 h beendet und das Gel fiir 20 min in der Ethidiumbromidldsung inkubiert. Die
Visualisierung und Dokumentation der DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe des
Geldokumentationsgerats ChemiDoc™ XRS (BioRad Laboratories, Miinchen).
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Tabelle 6: Zusammensetzung der Losungen fiir die Agarosegelelektrophorese.

Losung Komponenten

5 x TBE-Pufter 54 g TRIS-Base

27,2 g Borsdure
20 ml 0,3 M EDTA

in 1 1 deionisiertem Wasser, pH 8

Agarosegel 1% (w/v) Agarose in 0,5 x TBE-Puffer

Ladepufter 22,5 mg Bromphenolblau
22,5 mg Xylencyanol
1,5ml 0,5 M EDTA
20,325 ml wasserfreies Glycerin
0,3 ml 10 % (w/v) SDS
Ethidiumbromidlosung 50 ul Ethidiumbromidlésung auf 1 10,5 x TBE-Puffer

3.4.5 DNA-Kontaminationskontrolle

Um DNA-Kontaminationen in den RNA-Isolaten auszuschliefen, wurde eine
modifizierte RT-PCR durchgefiihrt. Der angesetzte Mastermix (siehe Kapitel 3.4.3)
wurde fiir 15 min bei 95 °C erhitzt, um die enthaltenen reversen Transkriptasen zu
inaktivieren. Folglich ist die Transkription von RNA zu cDNA inhibiert und der 7ag-
Polymerase steht kein Template zur Verfiigung. AnschlieBend wurde die PCR wie in
Kapitel 3.4.3 beschrieben durchgefiihrt. Sind nach Inkubation des Agarosegels in
Ethidiumbromidlésung Banden erkennbar, liegt eine DNA-Kontamination des RNA-

Isolats vor, so dass eine erneute RNA-Isolierung durchgefiihrt werden muss.
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3.5 Shiga Toxin 2, GSL- und Phospholipid-Referenzen

3.5.1 Shiga Toxin 2

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete Stx2 wurde von Frau PD Dr.
Martina Bielaszweska (Institut fiir Hygiene, Universitédtsklinikum Miinster) aufgereinigt
und freundlicherweise fiir die Durchfithrung der Zytotoxizitats-Assays und der Overlay-
Assays zur Verfiigung gestellt.

Stx2 wurde mit Hilfe des E. coli-Stammes C600 (933W) produziert, welcher das
stx2-Gen des Bakteriophagen 933W (Strockbine ef al., 1986) aus dem Trigerstamm
EDL933 des EHEC-Serotyps O157:H7 exprimiert. Die Produktion und Aufreinigung

wurde bereits beschrieben (Bauwens et al., 2011).

3.5.2 GSL- und Phospholipid-Referenzmischungen

Bei der Immundetektion von Stx-Rezeptoren (siche Kapitel 3.7.3) wurden neutrale
GSL aus humanen Erythrozyten als Positivkontrolle eingesetzt. Die GSL-Konzentration
dieser Mischung betrdgt 5 pg/ul in  Chloroform/Methanol (2/1, v/v) wobei
Monohexosylceramid (MHC, Glcp1Cer), Laktosylceramid (Lc2Cer, GalB4Glcp1Cer),
Globotriaosylceramid (Gb3Cer bzw. Galo4Galf4GlcB1Cer) und Globotetraosylceramid
(Gb4Cer, GalNAcB3Gala4Galp4GlcflCer) die Hauptkomponenten darstellen. Die
prozentualen Anteile der jeweiligen Komponenten wurden densitometrisch bestimmt
(Meisen et al., 2005) und sind in Tabelle 2 zusammengestellt. Weiterhin wurde eine
Referenzmischung mit &quimolaren Mengen an Gb3Cer und Gb4Cer verwendet (Merkel,

2009).
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Tabelle 7: Zusammensetzung der fiir die DC verwendeten GSL-Referenzmischungen aus humanen

Erythrozyten.
L- Anteil
Referenz Code Konzentration GS ntel
Hauptkomponenten [%]
Referenz 1
Aquimolare Mengen an Gb3Cer ~ 50
VMO01/109-2 1 pg/ul
Gb3Cer und Gb4Cer Gb4Cer ~ 50
Referenz 2
Neutrale GSL aus MHC 2.8
humanen Erythrozyten Lc2Cer 16,7
IM10/80 5 pg/ul
Gb3Cer 21,4
Gb4Cer 59,1

Die Referenzmischung fiir Phospholipide (Tabelle 8) enthdlt 0,12 pg/ul
Sphingomyelin ~ (SM), 0,12 ug/ul  Phosphatidylcholin  (PC), 1,2 pg/ul
Phosphatidylethanomamin (PE), 0,08 pg/ul Phosphatidsdure (PA), 0,12 pg/ul
Phosphatidylglycerol (PG) und 0,12 pg/ul Cardiolipin (CL).

Tabelle 8: Zusammensetzung der Phospholipid-Referenzmischung.

Referenz Code Konzentration Phospholipid- Anteil [%]
Hauptkomponenten
0,12 pg/ul SM 6,8
0,12 pg/ul PC 6,8
Phospholipid- 1,2 pg/ul PE 68,2
RRO1/66
Referenz 0,08 pg/ul PA 4,6
0,12 pg/pl PG 6,8

0,12 pg/ul CL 6,8
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3.6 Glykosphingolipidextraktion

3.6.1 Reinigung von Glasgefifien

Um mogliche Verunreinigungen von den fiir die GSL-Extraktion verwendeten
GlasgefidBen zu entfernen, wurden diese nach der Reinigung mit der Laborspiilmaschine
mit Methanol befiillt und fiir 30 min im Ultraschallbad behandelt. Die fiir die
Lipidextraktion und Langzeitlagerung der GSL-Proben genutzten Schraubdeckelrohrchen
mit Teflondichtung (SDR; Pyrex®, Staffordshire, GB) wurden zudem vorher ii. N. in
methanolischer KOH-Losung inkubiert und in H>Ogeion aufgekocht. Zur Reinigung der
Teflondichtungen der SDR wurde Methanol verwendet.

3.6.2 Lipidextraktion aus Zellkulturen

Als Komponenten von Zellmembranen lassen sich neben Phospholipiden und
Cholesterol auch GSL durch Lipidextraktion aus humanen Zelllinien des
Pankreaskarzinoms isolieren.

Die Zelllinien wurden in jeweils vier T-Flaschen mit 175 cm”> Wachstumsfliche bis
zur Konfluenz kultiviert. Das Medium wurde verworfen und der Zellrasen wurde zweimal
mit CMF-PBS gewaschen. Pro T-Flasche wurden 20 ml Methanol zu den Zellen gegeben
und diese im Ultraschallbad vom Boden der T-Flasche gelost. Bei starker Adhédrenz der
Zellen wurde mit Hilfe eines Zellschabers (Greiner Bio-One) der Zellrasen vollstidndig
abgelost. Die Zellsuspension wurde in ein SDR iiberfiihrt und die T-Flasche mit weiteren
10 ml Methanol durchgespiilt, welche ebenfalls in das SDR gegeben wurden. Nach
flinfminiitiger Zentrifugation bei 1038 g (Hettich Universal, Rotor 1323, Béch, Schweiz)
wurde der Uberstand iiber einen Faltenfilter (Schleicher & Schuell BioScience GmbH,
Dassel) in einen 11 Rundkolben filtriert. AnschlieBend wurden zwei weitere
Extraktionsschritte durchgefiihrt, bei denen das Zellsediment nacheinander mit jeweils
30 ml Chloroform/Methanol (1/1, v/v) und Chloroform/Methanol (2/1, v/v) versetzt, 5
min im Ultraschallbad behandelt und abzentrifugiert wurde. Die vereinigten Uberstinde
wurden am Rotationsverdampfer (Heidolph Laborata 4001 efficient, Kehlheim) unter
Vakuum bei 37 °C und 210 UpM eingeengt.
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3.6.3 Alkalische Hydrolyse und Dialyse

Da die bei der GSL-Extraktion koextrahierten Lipide, wie z. B. Triacylglyceride, die
weitere GSL-Analytik storen, wurden diese selektiv durch alkalische Hydrolyse verseift.
Esterbindungen der Phospholipide und Triacylglyceride werden unter milden alkalischen
Bedingungen hydrolysiert, wiahrend die Amidbindungen der GSL stabil bleiben. Durch
anschlieende Dialyse werden Salze und niedermolekulare Substanzen der verseiften
Phospholipide und Triacylglyceride abgereichert.

Der eingeengte Extrakt wurde in 50 ml wéssrigem 1 N Natrimhydroxid (NaOH)
gelost und fiir 1 h bei 37 °C unter Rotation inkubiert. Nach Neutralisation mit 5 ml 10 N
Salzsdure (HCI) wurden die Extrakte in Dialyseschlduche mit einer Ausschlussgrof3e von
12-14 kDa {iberfiihrt und fiir drei Tage bei 4 °C gegen H,Ogeion dialysiert. Um den
Konzentrationsgradienten an der Membranoberfliche hoch zu halten, wurde zweimal
taglich ein Wasserwechsel vorgenommen. Die wissrige Probe wurde nach Abbruch der
Dialyse in einen 1 1 Glaskolben iiberfiihrt und unter Vakuum bei 37 °C und 210 UpM am

Rotationsverdampfer eingeengt.

3.6.4 Anionenaustauschchromatographie

Um neutrale GSL und negativ geladene GSL (= Ganglioside) voneinander zu
separieren und diese anschlieBend individuell analysieren zu koénnen, wurde eine
Anionenaustauschchromatographie mit  Diethylaminoethyl- (DEAE) Sepharose
durchgefiihrt.

Fir die Chromatographie wurde die eingesetzte Glassdule (8 cm Hohe, 1,2 cm
Innendurchmesser) mit DEAE-Sepharose CL-6B (GE Healthcare, Miinchen) in der
Acetatform bis zu einer Sdulenbetthohe von 1,5 cm befiillt. Das Sdulenmaterial wurde mit
dem 1,5fachen Siulenbettvolumen an Solvent A (Chloroform/Methanol/Wasser, 30/60/8,
v/v/v) gespiilt, um die Acetationen zu eluieren. Der nach der alkalischen Hydrolyse
gewonnene Extrakt wurde in dem S5fachen Sédulenbettvolumen an Solvent A geldst und
auf das Sdulenbett gegeben. Um Verluste zu minimieren, wurde der Kolben mit dem
Sfachen Saulenbettvolumen an Solvent A versehen und dieses ebenfalls auf die Sdule

gegeben. Neutrale GSL wurden durch die Zugabe des Sfachen Sdulenbettvolumens an
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Solvent A und des 2,5fachen Saulenbettvolumens an Methanol eluiert. Zur Elution der
Ganglioside wurde die Sdule mit dem 5fachen Siulenbettvolumen an Solvent B (0,45 M
Ammoniumacetat in Methanol) gespiilt. Die Eluate wurden am Rotationsverdampfer
eingeengt, in HyOgeion aufgenommen, dialysiert (sieche Kapitel 3.6.3) und erneut unter
Vakuum bei 37 °C und 210 UpM eingeengt.

Die eingeengten Eluate wurden in 8 ml Chloroform/Methanol (2/1, v/v)
aufgenommen, im Ultraschallbad gelost und in SDR iiberfiihrt. Ein erneutes Spiilen des
Kolbens mit weiteren 8 ml des Losungsmittelgemisches, die nach Ultraschallbehandlung
ebenfalls in das SDR gegeben wurden, diente der Minimierung von Verlusten durch
Riickstinde in dem Kolben. Die Proben wurden in einem auf 37 °C temperierten
Heizblock (Dri-Block DB-3, Techne, Staffordshire, UK) unter Stickstoffstrom bis zur
Trockne eingeengt und in einem definiertem Volumen an Chloroform/Methanol (2/1, v/v)
entsprechend 4x10° Zellen pro pl aufgenommen. Die Proben wurden in fest

verschlossenen SDR bei -20 °C gelagert.

3.7 Glykosphingolipidanalytik

3.7.1 Hochleistungsdiinnschichtchromatographie

Bei der Hochleistungsdiinnschichtchromatographie (engl.: high performance thin-
layer chromatography, HPTLC) handelt es sich um ein Verfahren, bei dem Substanzen
aufgrund unterschiedlicher Wechselwirkungen mit einer stationdren und einer mobilen
Phase getrennt werden konnen.

Vor Gebrauch wurden die 10x 10 cm groBen, mit Kieselgel 60 beschichteten
HPTLC-Platten (0,2 pm Schichtdicke; Merck, Darmstadt) fiir 45 min bei 110 °C aktiviert,
um ihnen das Restwasser zu entziehen. Bis zur Verwendung wurden sie anschlieBend in

einem Exsikkator iiber Phosphorpentoxid (P,0s, Sicapent”, Merck) gelagert.

Sowohl die neutralen GSL-Fraktionen aus der Anionenaustauschchromatographie als
auch die Referenzmischungen neutraler GSL aus humanen Erythrozyten (Tabelle 7)

wurden mit Hilfe eines automatischen Probenapplikators (Linomat IV, Camag, Muttenz,
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Schweiz) unter Stickstoffstrom am unteren Rand der HPTLC-Platten aufgetragen.
Dadurch wurden definierte Auftragungszonen erhalten und somit eine verbesserte
Auftrennung erzielt. Um verunreinigende Lipide von den GSL zu separieren, wurde die
HPTLC-Platte fiir 30 min in einem Chromatographietank mit 40 ml Chloroform
chromatographiert. Nach kurzer Trocknung wurde die HPTLC-Platte nach Probenaufgabe
in einen Chromatographietank, der mit Chromatographiepapier (Whatman International
Ltd, Maidstone, USA) und 100 ml Laufmittel (Chloroform/Methanol/Wasser 120/70/17,
v/viv + 20 mg CaCl,/100 ml Laufmittel) versehen wurde, {iberfiihrt und fiir 20 min

chromatographiert.

3.7.2 Orcinolfirbung

Die Orcinolfarbung dient dem Nachweis von Kohlenhydratverbindungen und somit
aller isolierten GSL-Spezies. Unter dem Einfluss von Schwefelsdure und Hitze reagieren
die Zucker der GSL zu Hydroxymethylfurfuralen, welche mit Orcinol einen Farbstoff
bilden. Hierz7u  wurde die  HPTLC-Platte im  Anschluss an  die
Diinnschichtchromatographie fiir 15sec in die Orcinollésung (0,3 % (w/v) 3,5-
Dihydroxytoluol-Monohydrat in 3 M H,SO,) getaucht, kurz getrocknet und anschlieBend
auf einer Heizplatte (TLC Plate Heater III, CAMAG) bei 100 °C entwickelt, bis ein
deutliches braun-violettes Bandenmuster zu erkennen war. Durch die destruktive Férbung

der GSL stehen diese fiir die weitere Analytik nicht mehr zur Verfligung.

3.7.3 Overlay-Assay

Der Overlay-Assay ist eine sensitive immunchemische Methode und dient der
gezielten Detektion individueller GSL in mittels HPTLC getrennten GSL-Gemischen.
Das Prinzip beruht auf spezifischen Antigen-Antikdrper-Reaktionen, wobei neben
Antikorpern auch andere GSL-bindende Proteine, wie Lektine oder Toxine, Verwendung
finden. Die Bindung dieser Substanzen an GSL wird unter Verwendung eines GSL-
spezifischen Primdrantikorpers, eines Enzym-konjugierten Sekundirantikorpers und

abschlieBende Zugabe eines gelosten Chromogens nachgewiesen. Diese Methode ist mit
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dem ELISA (engl.: enzyme-linked immunosorbent assay) vergleichbar, bei dem jedoch die
photometrische Quantifizierung des Enzym-katalysierten Chromogenumsatzes mit einem

16slichen Farbstoff erfolgt.

Die fiir den Overlay-Assay eingesetzten Primir- und Sekundérantikérper sind in
Tabelle 9 bzw. Tabelle 10 verzeichnet. Verwendete Puffer und Losungen sind in Tabelle

11 aufgelistet.

Tabelle 9: Anti-GSL und Anti-Stx2 Primérantikorper fiir die GSL-Detektion mittels Overlay-Assay.

Primar-

Spezies Klonalitiit Verdiinnung Code Referenz/Hersteller
antikorper
Anti-Gb3Cer Huhn IgY  polyklonal 1:2000 IMO06/298-  Miithing et al., 1999
Anti-Gb4Cer Huhn IgY  polyklonal 1:2000 IM06/206  Miithing et al., 1999
Anti-Stx2 Maus IgG  monoklonal 1:1000 - Sifin, Berlin, D

Tabelle 10: Sekundirantikorper fiir die GSL-Detektion mittels Overlay-Assay.

Sekundérantikorper Konjugat Verdiinnung Hersteller
Kaninchen Anti-Huhn IgY (IgG) Alkalische 12000 Jackson Immunoresearch
Phosphatase Laboratories Inc.
Ziege Anti-Maus IgG Alkalische 12000 Jackson Immunoresearch

Phosphatase Laboratories Inc.
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Tabelle 11: Zusammensetzung der Puffer und Losungen fiir den Overlay-Assay.

Losung Zusammensetzung
Plexigumldsung 0,5 % (w/v) Polyisobutylmethacrylat (Plexigum P28)
in wasserfreiem n-Hexan
CMF-PBS 8,0 g/l NaCl
0,2 g/l KCI

1,15 ¢/l Na,HPO,
0,2 g/l KH2P04
pH 7,2

Losung A 1 % (w/v) lipidfreies bovines Serumalbumin (BSA)
0,02 % (w/v) NaN;
in CMF-PBS

Losung B 0,05 % (w/v) Tween 21
0,02 % (w/v) NaN;
in CMF-PBS

Glycinpuffer 7,5 g/l Glycin
0,14 g/1 ZnCl,
0,2 g/l MgCl,
pH 10,4

Substratlosung 0,05 % (w/v) BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-p-toluidinsalz)
in Glycinpuffer

3.7.3.1 Antikorper-basierter Overlay-Assay

In Abbildung 10A ist das Prinzip des Antikdrper-vermittelten Overlay-Assays
schematisch dargestellt. Nach diinnschichtchromatographischer Trennung der isolierten
neutralen GSL wurde die HPTLC-Platte fiir 45 min unter Feinvakuum im Exsikkator tiber
P,0Os getrocknet. Danach wurde das hydrophile Kieselgel fixiert, um das Ablosen vom
Glastrdger wihrend der anschlieBenden Inkubationsschritte im wissrigen Milieu zu
verhindern. Hierzu wurde die HPTLC-Platte mit Plexigumlosung imprégniert, indem sie
fiir 30 min in einen mit Plexigumldsung versehenen Chromatographietank gestellt und,

nach kurzer Trocknung, fiir weitere 20 min darin inkubiert wurde. Von dem oberen Teil
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der HPTLC-Platte wurde das unfixiertes Kieselgel entfernt. Die mit Plexigum
beschichtete HPTLC-Platte wurde ii. N. bei 37 °C in CMF-PBS inkubiert. Alle weiteren
Arbeitsschritte erfolgten bei RT. Um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen, wurde
die HPTLC-Platte fiir 15 min in Losung A inkubiert. Danach wurde die HPTLC-Platte mit
dem 1:2000 in Losung A verdiinnten GSL-spezifischen Primidrantikorper fiir 1h
inkubiert. Die HPTLC-Platte wurde zum Entfernen von ungebundenen Antikorpern
dreimal mit Losung B gewaschen und anschlieBend fiir 1 h mit dem enzymkonjugierten
Sekundarantikorper, ebenfalls 1:2000 in Losung A verdiinnt, inkubiert. Nach erneutem
dreimaligen Waschen mit Losung B wurde die HPTLC-Platte mit Glycinpuffer
konditioniert und nach dessen Entfernung mit der Substratldsung versetzt. Abhdngig von
den aufgetragenen GSL-Mengen und den eingesetzten Primédrantikorpern variiert die
Dauer der Farbung. Um die Férbereaktion zu stoppen, wurden die DC-Platten mit

Glycinpuffer gewaschen.

A B

chromogenes Substrat
Enzym
chromogenes Substrat .
Enzym Prazipitat

C Prazipitat Sekundar-

antikérper
Sekundar-
antikérper
Priméar-
antikérper @
Priméar-
antikérper Shiga Toxin @
GSL GSL V! oY 2Y2Y2)
Kieselgel Kieselgel 2 ! ! 2 ! g 2
Glastrager Glastrager

Abbildung 10: Darstellung des Overlay-Assays. Nach diinnschichtchromatographischer Trennung der
GSL erfolgt die Detektion mit einem spezifischen, primiren Anti-GSL Antikérper (A) oder mit einem GSL-
bindenden Toxin (B) und ecinem gegen das Toxin gerichteten Primirantikdper. Die Bindung eines
enzymkonjugierten Sekundérantikdrpers ermdglicht die Visualisierung aufgrund der enzymatischen

Umwandlung eines gelosten Chromogens in ein farbiges Prazipitat.
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3.7.3.2 Shiga Toxin 2-basiertert Overlay-Assay

Bei dem Stx-vermittelten Overlay-Assay erfolgte die Detektion der Zielstrukturen
mit GSL-bindendem Stx2 (Abbildung 10B). Nach der Inkubation ii. N. bei 37 °C in
CFMF-PBS wurde eine Stx2-Losung mit einer Konzentration von 0,2 pg/ml in Losung A
fiir 1 h auf die HPTLC-Platte gegeben. Es folgten das dreimalige Waschen mit Losung B
und eine einstiindige Inkubation mit dem gegen Stx2 gerichteten Primirantikorper in
1:1000-Verdiinnung in Losung A. Im Anschluss wurde die HPTLC-Platte erneut dreimal
mit Losung B gewaschen und fiir 1 h mit dem enzymgekoppelten Sekundérantikdrper
1:2000 in Losung A inkubiert. Wie zuvor beschrieben, wurde schlielich dreimal mit
Losung B gewaschen, mit Glycinpuffer aquilibriert und die Substratlosung hinzu

gegeben.

3.7.4 Phospholipidnachweis

Um eine Ubersicht iiber die in den Zelllinien enthaltenen Phospholipide zu erhalten,

wurden diese aus den Zelllinien extrahiert und mittels Molybddnblaufarbung detektiert.

Die Lipidextraktion wurde wie in Kapitel 3.6.2 beschrieben durchgefiihrt;
abweichend wurde keine alkalische Hydrolyse vorgenommen. Die Extrakte wurden in
SDR iiberfiihrt, entsprechend 5 x 10* Zellen/ul in Chloroform/Methanol (2/1, v/v)
aufgenommen und 20 pl Volumina korrespondierend zu einer Zellzahl von 1 x 10° Zellen
auf die HPTLC-Platte aufgetragen. Die Diinnschichtchromatographie erfolgte fiir 45 min
im Laufmittel fiir Phospholipide (Chloroform/Methanol/Isopropanol/Triethylamin/0,25 %
KCl,q 30/9/25/18/6, v/v/viv/v). Nach kurzer Trocknung wurde die HPTLC-Platte fiir 1 sec
in eine mit Molybdéinblau-Féarbelosung (Reagenz A/Reagenz B/Wasser 1/1/4, v/v/v,
Tabelle 12) gefiillte Fairbekammer getaucht, erneut kurz trocknen gelassen und fiir 5 sec
in eine mit H;Opgeon gefiillte Kammer getaucht, um die Hintergrundfirbung zu

minimieren.
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Tabelle 12: Zusammensetzung der Reagenzlosungen fiir die Molybdéanblaufirbung.

Reagenz Komponente
Reagenz A 40,11 g Molybdéan(VI)oxid
1125 N Schwefelsaure (H,SOy)
6 h kochen
Reagenz B 1,78 g Molybdin

0,5 [ Reagenz A

3.7.5 Densitometrische Quantifizierung und Dokumentation

Zur vergleichenden semiquantitativen Auswertung der Orcinol- und immungefarbten
Banden wurden die HPTLC-Platten mit einem CD60-Scanner (Desaga; Heidelberg)
densitometrisch vermessen. Die Messungen erfolgten im Remissionsmodus bei einer
Wellenldnge von 630 nm fiir immungefarbte bzw. 544 nm fiir Orcinol-gefarbte GSL und
700 nm fiir Molybdédnblau-gefarbte Phospholipide mit einem Lichtstrahl mit einer
Spalthéhe von 0,02 mm und einer Spaltbreite von 3 mm. Mit Hilfe der Software

ProQuant” (Version 1.06.000, Desaga) wurden die Ergebnisse ausgewertet.

Mit einem handelsiiblichen Flachbettscanner (HP Scanjet G4050, Hewlett-Packard,
Palo Alto, USA) erfolgte die Dokumentation der HPTLC-Platten bei einer Auflosung von
600 dpi. Zur Bildbearbeitung wurde die Software Adobe Photoshop (Version CS4, Adobe

Systems Inc., San Jose, USA) verwendet.
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3.8 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung der aus der Densitometrie erhaltenen Werte und der
CDso-Werte der Zytotoxizitits-Assays wurde Spearmans Rangkorrelationskoeffizient
herangezogen. Bei diesem nicht-parametrischen Testverfahren kann flir voneinander
unabhingige Messwerten ein Koeffizient berechnet werden, welcher Aussagen iiber
eventuelle Abhingigkeiten der Variablen ermdoglicht. Den einzelnen Messwerten werden
Rangzahlen zugeordnet, so dass eine Rangfolge der Variablen gebildet wird. Bei
identischen Messwerten wird diesen das arithmetische Mittel der in Frage kommenden
Ringe zugewiesen. Die Rangdifferenzen werden quadriert und die Summe der

Rangsummenquadrate gehen in folgende Formel ein:

e
fs= (n?-1n
mit 1 = Rangkorrelationskoeftizient nach Spearman

d; = Differenz der Rangzahlen

n = Anzahl der Proben

Fiir den Rangkorrelationseftizienten r gilt:

-1<r,<+1

Die Anndherung des Korrelationskoeffizienten an =1 deutet auf eine Abhéngigkeit der
Messwertpaare zueinander hin. Durch die Festlegung eines Signifikanzniveaus und den
Vergleich des berechneten Rangkorrelationskoeffizienten mit tabellierten kritischen
Werten konnen Aussagen iiber einen signifikanten Zusammenhang bzw. die
Unabhéngigkeit der Messwertpaare voneinander gemacht werden (Siegel & Castellan,

1988; Fahrmeir et al., 2007).
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3.9 Massenspektrometrische Verfahren

3.9.1 IR-MALDI-o-TOF Massenspektrometrie

Die priliminére strukturelle Charakterisierung der immungefarbten GSL mittels IR-
MALDI-o-TOF MS erfolgte direkt nach dem Overlay-Assay und ermdglichte somit eine
schnelle Validierung der immundetektierten GSL. Hierzu wurde zunédchst die Plexigum-
Schicht von der HPTLC-Platte durch viermaliges Tauchen in reines Chloroform entfernt.
Die HPTLC-Platte wurde in 30 mm x 40 mm grof3e Rechtecke geschnitten und mit Hilfe
von doppelseitigen Klebestreifen auf dem Probenteller befestigt. Anschlieend wurden als
Fliissigmatrix mehrere Tropfen Glycerin direkt auf die zu vermessenen Banden
aufgetragen. In Abbildung 11 ist der Ablauf der Kopplung von HPTLC und IR-MALDI-
o-TOF MS illustriert.
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Abbildung 11: Ablauf der direkten Kopplung von HPTLC, Immundetektion und IR-MALDI-o-TOF

Massenspektrometrie.Diec Messungen der Proben wurden an einem modifizierten o-TOF
Prototypen (MDS Sciex, Concord, Kanada) durchgefiihrt. Der angekoppelte Er:YAG-
Laser (Erbium-dotierter Yttrium Aluminium Granat-Laser; Speser GmbH, Berlin) wurde
bei einer Wellenlinge von A =2,94 um, einer Pulsdauer von etwa 100 ns und einer
Pulsfolgefrequenz von 2 Hz betrieben. Dabei wurde eine elliptische Fliche mit den
Halbachsen 100 um wund 150 pm bestrahlt. Im Massenanalysator wurde eine
Beschleunigungsspannung von 10 kV angelegt. Alle Messungen erfolgten im
Positivionenmodus. Die generierten Massenspektren wurden mit Hilfe der Software

MoverZ (Version 2001.02.13, Genomic Solutions, Ann Arbor, USA) ausgewertet.

3.9.2 nanoESI-Q-TOF Massenspektrometrie

Zur detaillierten Strukturaufklarung der GSL wurde die indirekte Kopplung des
Overlay-Assays mit der nanoESI-Q-TOF MS angewendet. Dazu wurde ebenfalls das
Kieselgelfixativ Plexigum durch viermaliges Eintauchen der HPTLC-Platte in
Chloroform entfernt. Nach Trocknung der HPTLC-Platte wurde das Kieselgel mit den
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immungefarbten Doppelbanden mit Hilfe eines Skalpells von der HPTLC-Platte
abgekratzt und in ein Reaktionsgefdl (Eppendorf) iiberfiihrt. Um die GSL aus dem
Kieselgel zu extrahieren, wurden 300 pul Methanol in das Reaktionsgefd3 gegeben. Die
Probe wurde zweimal fiir 30 s mit dem Vortex Genie 2 (Bender & Hobein GmbH,
Bruchsal) durchmischt und anschliefend fiir 15 min bei 14.100 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig in ein 1,5 ml SDR iiberfiihrt und der Extraktionsschritt
zweimal wiederholt. Die vereinten Uberstiinde wurden bei 37 °C unter Stickstoffstrom bis
zur Trockne eingeengt. Fiir die nachfolgenden MS-Experimente wurden die getrockneten
GSL in definierten Volumina Methanol, supplementiert mit 1 % (v/v) Ameisensdure,
gelost.

Die massenspektrometrischen Messungen der aus dem Kieselgel extrahierten GSL
erfolgte mittels nanoESI-Q-TOF MS. Hierzu wurde ein Quadrupol-Flugzeit (Q-TOF)
Massenspektrometer (Micromass/Waters; Manchester, UK), ausgestattet mit einem
Nanoelektrospray Manipulator, verwendet. Die Proben wurden mit Kapillaren, die mit
Hilfe eines Kapillarenziehers (Hilgenberg, Malsfeld) aus Borsilikatglas hergestellt
wurden, in die Quelle des Massenspektrometers iiberfiihrt. Als Desolvatisierungsgas

diente Stickstoff. Alle Messungen erfolgten im Positivionenmodus.

Abbildung 12 zeigt schematisch den Ablauf der Extraktion der immundetektierten
GSL aus dem Kieselgel der HPTLC-Platte sowie deren massenspektrometrische
Charakterisierung mittels nanoESI-Q-TOF MS.
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Abbildung 12: Ablauf der Kopplung von HPTLC, Immundetektion, Extraktion der immunpositiven
Banden und nanoESI-Q-TOF Massenspektrometrie.

Zur Durchfiihrung von CID (engl.: collision induced dissociation)-Experimenten
wurden die zu untersuchenden Vorlduferionen mit Hilfe eines Quadrupols selektiert und
anschliefend in einer Kollisionskammer mit Argon fragmentiert. Hierbei zerfielen die
Ionen in spezifische Fragmentionen, wodurch eine strukturelle Charakterisierung der GSL
ermOglicht wurde. Die Bezeichnung der Fragmentionen erfolgte nach der Nomenklatur
von Domon und Costello (Domon & Costello, 1988) und Adams und Ann (Adams &
Ann, 1993).
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3.9.3 Sekundirionen Massenspektrometrie

3.9.3.1 Vorbereitung der Zellen

Die TOF-SIMS-Experimente wurden exemplarisch mit der Zelllinie PANC-1
durchgefiihrt. Bei der Zellvorbereitung wurde unter aseptischen Bedingungen in einer
Reinraumwerkbank gearbeitet. Zunédchst wurden die Zellen auf den als Targets dienenden
ozonisierten Silizium wafern (Si-Mat Silicon Materials, Kaufering) kultiviert. Hierzu
wurden die autoklavierten wafer in einer 6-well Platte (Greiner Bio-One) ausgelegt.
AnschlieBend wurden jeweils 3 ml Zellsuspension mit einer Zelldichte von 1 x 10°
Zellen/ml in die Kavitdten der 6-wel/ Platte gegeben. Die Zellen wurden 24 h in einem
Brutschrank bei 8 % (v/v) CO; und 37 °C inkubiert und deren Adhdsion wurde an einem
Auflichtmikroskop kontrolliert. Wenn die Zellen in einem Konfluenzstadium von 70-

80 % vorlagen, wurden sie fiir die nachfolgenden TOF-SIMS-Messungen verwendet.

3.9.3.2 Durchfuhrung

Die Untersuchungen wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof.
Dr. H. Arlinghaus (Physikalisches Institut, Massenspektrometrie und Oberflichenphysik,
Universitdt Miinster) von Herrn Dipl. Phys. F. Draude und Herrn Dipl. Phys. M. Korsgen
durchgefiihrt. Das fiir die Messungen verwendete TOF-SI Massenspektrometer wurde am
Physikalischen Institut konzipiert und gebaut. Fiir die massenspektrometrische Messung
wurden die mit den PANC-1-Zellen bewachsenen wafer aus den 6-well Platten heraus
genommen und mit 150 mM Ammoniumacetat in Milli Q Wasser, pH 7 gewaschen
(Berman et al., 2008). AnschlieBend wurden jeweils 5 ul einer spacer-Suspension mit
einer finalen Konzentration von 84 mg spacer / ml 150 mM Ammoniumacetatlosung auf
die wafer gegeben. Bei den spacern handelt es sich um Mikropartikel auf Polystyrolbasis
mit einem Durchmesser von 10 um (1,05 g/ml, Sigma-Aldrich). Die wafer wurden durch
das Auflegen eines weiteren, goldbedampften wafer ,,gedeckelt. Zum Einfrieren der
Proben wurden die wafer in fliissiges Propan getaucht, welches hohere Kiihlraten
aufweist als fliissiger Stickstoff und somit ein schnelleres Einfrieren des Probenmaterials

ermoglicht. Die wafer wurden dann mittels Gefrierbruchtechnik voneinander getrennt, so
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dass auf einem der beiden wafer hauptsachlich die Komponenten der apikalen und auf
dem anderen wafer die der zytosolischen Seite der Plasmamembran verbleiben. Es folgte
eine zweistufige Gefriertrocknung der Proben. AnschlieBend wurden die wafer auf einem
Schlitten fixiert und iiber eine Ladevorrichtung und Schleusen mit stetig sinkendem
Druck in die Hauptkammer des Massenspektrometers gebracht, in der ein
Ultrahochvakuum (~ 10® mbar) herrschte. Der Primirionenstrahl bestand aus Bis -
Clusterionen und wurde mit einer Stromstirke von ~ 25 fA (~ 1 x 10" Primérionen/cm?)
und einer Energie von 25 keV auf die wafer-Oberflidche gelenkt. Die beschossene Flache
betrug ~ 62,5 umz. Mittels TOF-Analysator wurden die emittierten Sekundérionen
detektiert.
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4, ERGEBNISSE

Die 15 verschiedenen humanen Pankreaskarzinomzelllinien wurden zunéchst
hinsichtlich ihrer Sensitivitit gegeniiber Stx2 untersucht. Hierzu wurde ein Zytotoxizitdts-
Assay mit unterschiedlichen Stx2-Konzentrationen durchgefiihrt. Um die mogliche
Ursache fiir die differierende Wirkung von Stx2 auf die einzelnen Zelllinien zu erkliren,
wurde anschlieBend der Gehalt an Stx-Rezeptoren Gb3Cer und Gb4Cer in den Zelllinien
bestimmt. Zum einen wurde dazu die Expression der entsprechenden
Glykosyltransferasen al,4-GalT (Gb3Cer-Synthase) und f1,3-GalNAcT (Gb4Cer-
Synthase) mit Hilfe der PCR nachgewiesen. Zum anderen erfolgte die immunchemische
Detektion der GSL  nach  Extraktion aus den  Zellkulturen und
diinnschichtchromatographischer Trennung der GSL-Mischungen. Die exakten Strukturen
der Gb3Cer- und Gb4Cer-Molekiile wurden nach Immundetektion mit zwei
verschiedenen massenspektrometrischen Verfahren bestimmt: Mit Hilfe der IR-MALDI-
o-TOF MS wurden die Stx-Rezeptoren direkt auf der Kieselgelplatte und mittels
nanoESI-Q-TOF MS nach GSL-Extraktion aus dem Kieselgel charakterisiert.
AbschlieBend wurde die  Phospholipidzusammensetzung  von  ausgewdhlten
Pankreaskarzinomzelllinien durch  Phospholipidfairbung der Gesamtlipidextrakte
bestimmt. Mittels SIMS wurde abschlieBend eine mogliche Kolokalisation von

bestimmten Phospholipiden und den Stx2-Rezeptoren untersucht.

4.1 Sensitivitit von Pankreaskarzinomzelllinien gegeniiber

Shiga Toxin 2

Zur Evaluation der zytotoxischen Wirkung von Stx2 auf die unterschiedlichen
Pankreaskarzinomzelllinien (Tabelle 1) wurden Zytotoxizitdts-Assays durchgefiihrt. Die
Zellen wurden iiber 48 h mit Stx2-Konzentrationen zwischen 0,1 pg/ml und 10 pg/ml
inkubiert. Abgeldste Zellen wurden ausgewaschen und die verbliebenen adhérenten
Zellen mit Kristallviolett angefirbt. Als Mal} fiir die Sensitivitdt der Zellen gegeniiber

Stx2 wurde die Absorption des Kristallvioletts photometrisch bei einer Wellenlédnge von
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A =570 nm bestimmt. Die Ergebnisse wurden als prozentuale Anteile der nach Stx2-
Inkubation vorhandenen vitalen Zellen bezogen auf die unbehandelten Kontrollzellen
(=100 % Vitalitdt) angegeben. Zundchst werden die Ergebnisse der Zytotoxizitits-Assays
von Zelllinien aus Primértumoren des humanen Pankreaskarzinoms vorgestellt, im
ndchsten Abschnitt die aus Lebermetastasen und dann die aus Aszites- und

Lymphknotenmetastasen abstammenden Zelllinien.

Primdrtumoren

Abbildung 13 zeigt die zytotoxische Wirkung von Stx2 auf die sechs
Pankreaskarzinomzelllinien aus Primartumoren bei steigenden Toxinkonzentrationen. Es
konnte festgestellt werden, dass die Zelllinien unterschiedlich stark auf Stx2 reagierten.
Die hochste Sensitivitit gegeniiber Stx2 weist die Zelllinie Pa-Tu-8902 auf. Bereits bei
einer Stx2-Konzentration von 10 pg/ml wurde der CDso-Wert erreicht. Bei weiter
steigenden Stx2-Konzentrationen nahm die Vitalitit stetig ab, bis die Pa-Tu-8902-Zellen
bei 1 x 107 pg/ml Stx2 nur noch 8 % der Vitalitit aufwiesen. MIA PaCa-2-Zellen zeigten
bei den niedrigen Stx2-Konzentrationen von 1x 10" bis 1x10*° pg/ml keine
Beeintrachtigung ihrer Vitalitdt. Bei dieser Zelllinie war eine zellschddigende Wirkung
erst ab einer Stx2-Konzentration von > 1 x 10> pg/ml zu beobachten. Der CDso-Wert lag
bei 6,8 x 10° pg/ml. Bei der hochsten eingesetzten Stx2-Konzentration von 1 x 107 pg/ml
wiesen Zellen von MIA PaCa-2 38 % Vitalitit auf. Die Zelllinien PT45P1 und Capan-2
lieBen bei Toxinkonzentrationen von 5,5x 10° pg/ml bzw. 5,8 x 10° pg/ml einen
dhnlichen CDs-Wert erkennen. Die Abnahme der Vitalitit verlief allerdings
unterschiedlich. Beide Zelllinien zeigten bereits bei der niedrigsten Stx2-Konzentration
mit 86 % bzw. 91 % eine deutliche Verringerung ihrer Vitalitdt. Wihrend bei PT45P1-
Zellen erstaunlicherweise zunéchst ein leichter Anstieg der Vitalitit zu beobachten war,
sank die Vitalitit ab einer Stx2-Konzentration von 1 x 10° pg/ml stetig ab. Bei BxPC-3-
Zellen verminderte sich die Vitalitit bis auf 60 % bei 1 x 10* pg/ml, blieb bis zu einer
Stx2-Konzentration von 1 x 10* pg/ml relativ konstant und fiel schlieBlich auf 31 % der
Vitalitit ab. Der CDso-Wert liegt fiir BxPC-3-Zellen bei 4,5 x 10° pg/ml. Den geringsten
zytotoxischen Einfluss hatte Stx2 auf PANC-1-Zellen. Zwischen Stx2-Konzentrationen

von 1x 10" und 1x 10° pg/ml blieb die Zellvitalitit mit einem Wert von 95 % relativ
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konstant. Erst bei einer Erhohung der Stx2-Konzentration wurde die Vitalitét
beeintrichtigt und sank bei 1 x 10 pg/ml auf 65 % ab, weshalb bei den hier eingesetzten
Stx2-Konzentrationen kein CDsy-Wert fiir PANC-1 ermittelt werden konnte (Storck et al.,
2012).
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Abbildung 13: Zytotoxizische Wirkung von Stx2 auf Zelllinien aus Primirtumoren des humanen
Pankreaskarzinoms. Die Zelllinien wurden in 96-well Platten bis zur 70 %igen Subkonfluenz kultiviert
und mit ansteigenden Stx2-Konzentrationen fiir 48 h inkubiert. Nach Entfernung abgeldster Zellen und
Farbung der verbliebenen adhéirenten Zellen mit Kristallviolett erfolgte die photometrische Messung der
Absorption bei A = 570 nm. Die Ergebnisse reprasentieren die Mittelwerte und Standardabweichungen von
Vierfachbestimmungen und werden als prozentualer Anteil der Absorption von unbehandelten

Kontrollzellen dargestellt.
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Lebermetastasen

Der zytotoxische Effekt von Stx2 auf Pankreaskarzinomzelllinien aus

Lebermetastasen ist in

Abbildung 14 dargestellt. Den gravierendsten Einfluss hatte Stx2 auf die Zelllinie Pa-
Tu-8988T. Bemerkenswerterweise war die Vitalitdt bei der niedrigsten Stx2-
Konzentration von 1 x 10" pg/ml hoher als die der Kontrollzellen, jedoch nahm die
Vitalitit rapide ab, so dass der CDso-Wert bereits bei 9,4 x 10™ pg/ml erreicht wurde.
AuBerdem war bereits ab einer Stx2-Konzentration von 1 x 10 pg/ml lediglich eine
Vitalitdt von 12 % zu verzeichnen, die auch bei weiter steigenden Stx2-Konzentrationen
nicht weiter abnahm. Die Vitalitit der Zelllinie SU.86.86 stieg zunichst von 85 % auf
etwas uber 100 % an. Der CDsp-Wert konnte fiir eine Stx2-Konzentration von
9,4 x 10 pg/ml bestimmt werden. Ab einer Stx2-Konzentration von 5 x 10* pg/ml blieb
die Vitalitdt von SU.86.86-Zellen relativ konstant bei 11 %. Eine zytotoxische Wirkung
von Stx2 auf Capan-1-Zellen konnte erst ab einer Konzentration von 1 x 10° pg/ml
beobachtet werden. Fiir Capan-1 wurde der CDso-Wert bei einer Konzentration von
1,4 x 10° pg/ml ermittelt. Bei der hochsten, eingesetzten Stx2-Konzentration iiberlebten
nur noch 40 % der Zellen. Fiir die Zelllinien S2-007 und S2-028 konnten keine CDsq-
Werte bestimmt werden, da die Vitalitit bei den eingesetzten Stx2-Konzentrationen nicht
unter 56 % bzw. 64 % fiel. Bei der Zelllinie S2-007 konnte jedoch bei 1 x 10° pg/ml als
ungewohnlicher Toxineffekt zundchst ein leichter Anstieg der Vitalitdt beobachtet werden,

die dann aber wieder stetig abnahm (Storck ef al., 2012).
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Abbildung 14: Zytotoxische Wirkung von Stx2 auf Zelllinien aus Lebermetastasen des humanen
Pankreaskarzinoms. Die Zelllinien wurden in 96-well Platten bis zur 70 %igen Subkonfluenz kultiviert
und mit ansteigenden Stx2-Konzentrationen fiir 48 h inkubiert. Nach Entfernung abgeldster Zellen und
Farbung der verbliebenen adhirenten Zellen mit Kristallviolett erfolgte die photometrische Messung der
Absorption bei A =570 nm. Die Ergebnisse reprasentieren die Mittelwerte und Standardabweichungen von
Vierfachbestimmungen und werden als prozentualer Anteil der Absorption von unbehandelten

Kontrollzellen dargestellt.
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Aszites- und Lymphknotenmetastasen

Abbildung 15 veranschaulicht die Sensitivitit von Pankreaskarzinomzelllinien aus
Aszites- und Lymphknotenmetastasen gegeniiber Stx2. In dem gewdhlten
Konzentrationsbereich lieB sich kein konzentrationsabhdngiger zellschddigender Effekt
auf die AsPC-1-Zelllinie feststellen. Da die Vitalitdt bereits bei der geringsten Stx2-
Konzentration von 0,1 pg/ml um mehr als 50 % reduziert war, dann aber wieder trotz
zunehmender Stx2-Konzentration leicht anstieg, konnte kein eindeutiger CDsy-Wert
bestimmt werden. Bei einer Toxinkonzentration von 1x 10" pg/ml nahm die Vitalitit
letztendlich bis auf 22 % ab. Eine zytotoxische Wirkung von Stx2 auf Hs 766T-Zellen
wurde ab einer Konzentration von mehr als 1x10' pg/ml beobachtet. Der CDso-Wert
wurde bei 8,8 x 10° pg/ml bestimmt und bei einer Konzentration von 1 x 10’ pg/ml lag
lediglich eine Vitalitit von 20 % vor. Die beiden Zelllinien HPAF-II und MPanc-96
reagierten insofern vergleichbar auf Stx2, als dass ihre Vitalitdt iiber einen weiten
Konzentrationsbereich nahezu unverdndert hoch um die 98 % blieb. HPAF-II-Zellen
wiesen ab einer Konzentration von > 1 x10* pg/ml eine stetige Abnahme hinsichtlich ihrer
Vitalitdt auf, wihrend MPanc-96-Zellen zwischen 1 x10° pg/ml und 1 x 10° pg/ml eine
leichte Steigerung ihrer Vitalitdt von 91 % auf 98 % erkennen lieBen, die dann abrupt auf
58 % bei Einsatz der hochsten Stx2-Konzentration absank. Die Zelllinien wiesen bei der
héchsten Stx2-Konzentration von 1 x 107 pg/ml eine Vitalitit von 70 % bei HPAF-II bzw.
58 % bei MPanc-96 auf, so dass kein CDso-Wert berechnet werden konnte (Storck et al.,
2012).
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Abbildung 15: Zytotoxische Wirkung von Stx2 auf Zelllinien des humanen Pankreaskarzinoms aus
Aszites- und Lymphknotenmetastasen. Die Zelllinien wurden in 96-well Platten bis zur 70 %igen
Subkonfluenz kultiviert und mit ansteigenden Stx2-Konzentrationen fiir 48 h inkubiert. Nach Entfernung
abgeloster Zellen und Farbung der verbliebenen adhdrenten Zellen mit Kristallviolett erfolgte die
photometrische Messung der Absorption bei A = 570 nm. Die Ergebnisse repréisentieren die Mittelwerte und
Standardabweichungen von Vierfachbestimmungen und werden als prozentualer Anteil der Absorption von

unbehandelten Kontrollzellen dargestellt.

Rangzuordnung nach CDsy-Werten als Maf fiir die Sensitivitit der

Pankreaskarzinomzelllinien gegeniiber Stx2

Nach Bestimmung der CDsy-Werte konnten den Zelllinien Rdnge entsprechend ihrer
Sensitivitdt zugeordnet werden, wobei die Rangzuordnung entsprechend abnehmender
CDso-Werte, die als MaB fiir die Sensitivitidt der Zelllinien gegeniiber Stx2 zugrunde
gelegt wurden, erfolgte. Rang 1 erhielt die empfindlichste Zelllinie mit dem niedrigsten

CDso-Wert, Rang 2 die Zelllinie mit dem zweitniedrigsten CDs-Wert usw. Bei den sechs
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Zelllinien, fiir die kein CDsy-Wert bestimmt werden konnte, erfolgte eine Zuordnung der

gemittelten Rangzahl 12,5. Die Ergebnisse sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13: CDsy-Werte als Maf} fiir die Sensitivitit der Pankreaskarzinomzelllinien gegeniiber Stx2

und entsprechende Rangzuordnungen.

Zytotoxizitit von Stx2

Zelllinie Ursprung

CDs, [pg/ml] Rang
MIA PaCa-2 6,8x10° 6
PT45P1 5,5x10° 8
Pa-Tu-8902 9,7x10° 2

Priméartumor
PANC-1 n b.* 12,5
BxPC-3 4,5x10° 5
Capan-2 5,8x10° 9
Pa-Tu-8988T 9,4x10™ 1
S2-007 n b.* 12,5
S2-028 Lebermetastase n. b.* 12,5
Capan-1 1,4x10° 7
SU.86.86 9,4x10" 3
AsPC-1 n b.* 12,5
Aszitesmetastase

HPAF-II n b.* 12,5
Hs 766T Lymphknoten- 8,8x10° 4
MPanc-96 metastase n. b.* 12,5

*nicht bestimmbar

Die CDsp-Werte als MaBl fiir die zytotoxische Wirkung von Stx2 auf
Pankreaskarzinomzelllinien lieBen keinen Zusammenhang zwischen der Sensitivitit der
Zelllinien gegenliber Stx2 und deren Ursprungsgewebe erkennen. In allen drei
Ursprungsgewebsgruppen sind Zelllinien vertreten, die sowohl eine hohe Sensitivitét als
auch eine ausgepriagte Widerstandsfahigkeit gegeniiber Stx2 aufwiesen. Die Toleranz
gegeniiber Stx2 in einem weiten Konzentrationsbereich verdeutlichte sich hier in Form
von nicht bestimmbaren CDso-Werten. Bei der Betrachtung der zwei Aszites- und zwei

Lymphknotenmetastasen fiel jedoch auf, dass in dieser Gruppe eine iiberproportional
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hohe Anzahl an ,widerstandsfdhigen” Zelllinien auftrat. Andererseits zeigte die
Lymphknotenmetastasen-Zelllinie Hs 766T die vierthochste Sensitivitdt, weshalb keine
statistisch haltbare Aussage zu einer generell erhohten Widerstandsfahigkeit gegeniiber
Stx2 von Aszites- und Lymphknotenmetastasen gemacht werden kann, zumal nur vier
Zelllinien untersucht wurden. AuBBerdem kann die AsPC-1-Zelllinie als die empfindlichste
Zelllinie angesehen werden, auch wenn kein eindeutiger CDso-Wert bestimmt werden
konnte und die Ergebnisse dieser Zelllinie aufgrund der insgesamt niedrigen Vitalitét

nicht eindeutig zu interpretieren waren.

4.2 Nachweis der Expression der Glykosyltransferasen
a1,4-GalT und B1,3-GalNAcT sowie der Stx-Rezeptoren

Gb3Cer und Gb4Cer in Pankreaskarzinomzelllinien

4.2.1 Expression der Glykokosyltransferasen a1,4-GalT und p1,3-
GalNAcT

Um zu untersuchen, ob die Pankreaskarzinomzelllinien iiber die Gene fiir die
Biosynthese der Stx-Rezeptoren Gb3Cer und Gb4Cer verfiigen, wurde die Expression der
al,4-Galaktosyltransferase (al,4-GalT) und der B1,3-N-Acetylgalaktosaminyltransferase
(B1,3-GalNAcT) (siche Abbildung 3) mit Hilfe der RT-PCR analysiert. Als Template
wurden identische Mengen von 200ng RNA eingesetzt, um anhand der
Fluoreszenzintensititen die Expression der Transferasen der Zelllinien ndherungsweise
vergleichen zu konnen. Die spezifischen Primer sind in Tabelle 4 (siche Kapitel 3.4.3)
aufgelistet. Nach Amplifikation wurden die Proben in einem 1 %igen Agarosegel
elektrophoretisch getrennt und anschlieBend mit Ethidiumbromid gefarbt. Unter UV-
Licht wurden die Transkripte sichtbar gemacht und die Intensitdten verglichen, die
anschliefend auf den Wert des intensivsten Signals normiert wurden. Mit Hilfe von DNA-
Fragmenten bekannter GroBBe (100 bp Leiter, Invitrogen) erfolgte die GroBenzuordnung
der Amplifikate. Als Positivkontrolle diente ein RNA-Isolat der al,4-GalT- und B1,3-
GalNAcT-exprimierenden Zelllinie HBMEC, wohingegen bei der Negativkontrolle
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anstelle von RNA das entsprechende Volumen an Wasser eingesetzt wurde (siehe Kapitel

3.4.3).

In Abbildung 16 sind die Ergebnisse der RT-PCR zum Nachweis der al,4-GalT und
der B1,3-GalNACcT fiir die 15 Pankreaskarzinomzelllinien zusammengetasst dargestellt.
Alle Zelllinien des humanen Pankreaskarzinoms exprimieren das Gen fiir die al,4-GalT

und, mit Ausnahme von MIA PaCa-2, fiir die f1,3-GaINAcT.

Primdrtumoren

Die Expression der al,4-GalT und p1,3-GalNAcT in Primirtumoren des
Pankreaskarzinoms ist in Abbildung 16A dargestellt. Die Zelllinien PT45P1 und BxPC-3
lieBen die stirkste ol,4-GalT-Expression mit theoretisch 401 bp groBen Amplifikaten
(siche Tabelle 4) erkennen. Auch bei den Zelllinien Pa-Tu-8902, PANC-1 und Capan-2
konnte eine moderate al,4-GalT-Expression detektiert werden. Dagegen wurde nur ein
schwaches Signal bei der Zelllinie MIA PaCa-2 erhalten. Bei der RT-PCR-Analyse der
B1,3-GalNAcT-Expression wiesen die Zelllinien PT45P1, Pa-Tu-8902, PANC-1 und
Capan-2 eine eindeutige Amplifikation der 603 bp groBen DNA-Sequenzen (siche Tabelle
4) auf, wohingegen BxPC-3 eine etwas schwichere Expression erkennen lie}. Dagegen

konnte kein Signal bei MIA PaCa-2 nachgewiesen werden.

Lebermetastasen

In allen Zelllinien, die aus Lebermetastasen des Pankreaskarzinoms stammen, konnte
ebenfalls mit Hilfe der RT-PCR die Expression der al,4-GalT nachgewiesen werden
(Abbildung 16B), wobei ein besonders starkes Signal bei SU.86.86 erhalten wurde.
Wihrend in den Zelllinien S2-028 und Capan-1 eine moderate ol,4-GalT-Expression
detektiert wurde, wiesen Pa-Tu-8988T und S2-007 vergleichsweise etwas geringere
Amplifikatmengen der «l,4-GalT auf. Auch die aus Lebermetastasen des
Pankreaskarzinoms isolierten Zelllinien wiesen alle eine eindeutige Expression der 1,3-

GalNACcT auf, wobei fiir S2-007 eine relativ geringe Signalintensitit erhalten wurde.
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Abbildung 16: RT-PCR-Amplifikate der a1,4-GalT und der P1,3-GalNAcT aus Zelllinien der

Primértumoren (A), Lebermetastasen (B) und Aszites- und Lymphknotenmetastasen (C). Die PCR-

Amplifikate wurden in einem 1 %igen (w/v) Agarosegel im Vergleich zu DNA-Referenzfragmenten

definierter GroBe (100 bp Leiter) elektrophoretisch getrennt. Nach Ethidiumbromidférbung wurden die

Ergebnisse unter UV-Licht dokumentiert (hier mit inversen Farben dargestellt).
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Aszites- und Lymphknotenmetastasen

Die al,4-GalT-Expression in Zelllinien aus Aszites- und Lymphknotenmetastasen
des Pankreaskarzinoms (Abbildung 16C) fiel bei AsPC-1, HPAF-II und Hs 766T moderat,
bei MPanc-96 dagegen etwas schwicher aus. Wahrend Hs 766T-Zellen ein eindeutiges
Transkript hinsichtlich der B1,3-GalNAcT-Expression erkennen lieBen, zeigten die
Zelllinien aus Aszites- (AsPC-1 und HPAF-II) und Lymphknotenmetastasen (Hs 766T
und MPanc-96) eine vergleichsweise geringe 1,3-GalNAcT-Expression.

Rangzuordnung nach Expression der al,4-GalT und der f1,3-GalNAcT

Die relativen Intensititen der Fluoreszenzsignale der Ethidiumbromid-gefarbten
Banden wurden densitometrisch bestimmt, wobei die hochste Signalintensitit auf 100 %
gesetzt und alle weiteren Signale diesbeziiglich normiert wurden. AnschlieBend wurden
den Zelllinien diesbeziiglich Range zugeordnet, wobei Rang 1 der hochsten und Rang 15
der niedrigsten Expression entsprach. Tabelle 14 fasst die Ergebnisse der normierten

Signalintensitdten und der daraus abgeleiteten Rangzuordnung zusammen.

Der semiquantitiative Nachweis der Expression beider Glykosyltransferasen ergab,
dass kein Zusammenhang zwischen den Expressionsstirken und dem Tumorursprung der
Zelllinien besteht. Lediglich die aus Aszitesmetastasen isolierten Zelllinien zeigten mit
den Réngen 4 und 6 bzw. 13 und 12 eine vergleichbare Genexpression fiir die al,4-GalT
und die P1,3-GalNAcCT. Dagegen variierte die Expression bei Zelllinien aus
Primértumoren, Leber- und Lymphknotenmetastasen sehr stark. So wurde beispielsweise
in der Gruppe der Primértumor-Zelllinien neben der zweit- und dritthchsten al,4-GalT-
Expression fiir die Zelllinien BxPC-3 und PT45P1 auch die niedrigste Expression fiir die
Zelllinie MIA PaCa-2 bestimmt. Die Expression der B1,3-GalNAcT variierte in der
Gruppe der Zelllinien aus Primédrtumoren sogar von der hochsten (PANC-1) bis zur
niedrigsten Expression (MIA PaCa-2). Bei den aus Lebermetastasen abstammenden
Zelllinien wurde im Fall der al,4-GalT sowohl die hochste (SU.86.86) als auch die
zweitniedrigste Signalintensitdt (S2-007) detektiert. Beziiglich der p1,3-GalNAcT
belegten diese Zelllinien Rénge entsprechend einer relativ hohen (4) und einer

verhdltnismiBig niedrigen (11) Expression. Den von Lymphknotenmetastasen
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stammenden Zelllinien konnten die Ringe 5 und 13 in Bezug auf die al,4-GalT-
Expression bzw. 6 und 14 hinsichtlich der B1,3-GalNAcT-Expression zugeordnet werden,

so dass auch hier eine relativ hohe Varianz beobachtet wurde.

Die zugeordneten Ringe in Tabelle 14 werden weiter bei der statistischen
Auswertung in Kapitel 4.3 fiir die Bestimmung des Rangkorrelationskoeffizienten nach
Spearman als MaBl fiir die Korrelation zwischen der Expression der jeweiligen

Glykosyltransferase und des entsprechenden GSL verwendet.

Tabelle 14: Signalintensititen und Rangzuordnung der Pankreaskarzinomzelllinien beziiglich der

Expression der a1,4-Gal- und der p1,3-GalNAc-Transferase.

al,4-GalT p1,3-GalNAcT
Zelllinie Ursprung Signal- Signal-
Rang Rang
stiarke [%] stirke [%]
MIA PaCa-2 354 15 0 15
PT45P1 88,4 3 82,0 9
Pa-Tu-8902 73,9 8 94,7 3
Primértumor
PANC-1 60,5 11 100 1
BxPC-3 94,6 2 77,8 10
Capan-2 65,4 10 99,6 2
Pa-Tu-8988T 59,9 12 87,4 7
S2-007 50,2 14 75,3 11
S2-028 Lebermetastase 78,9 7 83,1 8
Capan-1 69,4 9 90,4 5
SU.86.86 100 1 94,6 4
AsPC-1 79,3 4 49,9 13
Aszitesmetastase

HPAF-II 79,1 6 56,6 12
Hs 766T Lymphknoten- 79,2 5 89,5 6

MPanc-96 metastase 57,4 13 30,4 14
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4.2.2 Orcinolfirbung der neutralen GSL aus humanen

Pankreaskarzinomzelllinien

Um eine Ubersicht iiber die von den 15 Pankreaskarzinomzelllinien synthetisierten
GSL zu erhalten, wurde nach der Lipidextraktion der Zellkulturen und anschlieBender
alkalischer Hydrolyse der koextrahierten Phospholipide eine
Anionenaustauschchromatographie durchgefiihrt, um die neutralen GSL von den negativ
geladenen Gangliosiden zu trennen (Kapitel 3.5). Die neutralen GSL-Fraktionen der
Karzinomzelllinien wurden mit identischen Zellzahlen entsprechend 1 x 10° Zellen auf
eine HPTLC-Platte aufgetragen, diinnschichtchromatographisch getrennt (Kapitel 3.7.1)
und anschlieBend mit Orcinol angeféarbt (Kapitel 3.7.2). Abbildung 17 zeigt die Orcinol-
gefarbten neutralen GSL der 15 Pankreaskarzinomzelllinien. Als Referenzen dienten eine
GSL-Mischung, die dquimolare Mengen an Gb3Cer und Gb4Cer enthielt (Referenz 1),
und neutrale GSL aus humanen Erythrozyten (Referenz 2) (siehe Tabelle 7).

Vorab ist anzumerken, dass GSL hdufig als Doppelbanden detektiert werden, was aus
der Variabilitit der Fettsdurekettenldngen resultiert. Dabei beinhaltet die obere Bande
GSL-Spezies mit langen, meist C22- bis C24-Fettsdureresten, wihrend die untere Bande

hydrophilere GSL mit kurzer C16-Fettsdure représentiert.

Primdrtumoren

In den Fraktionen der neutralen GSL aus den von Primirtumoren abstammenden
Zelllinien (Abbildung 17A) konnten durch den Vergleich mit der GSL-Referenzmischung
2 (siehe Tabelle 7) sowohl MHC und Lc2Cer als auch Gb3Cer und Gb4Cer tentativ
nachgewiesen werden. Dabei variierte der GSL-Gehalt in den Fraktionen der Zelllinien
erheblich. Ein relativ hoher Gb3Cer-Gehalt war in den Prédparationen der Zelllinien
BxPC-3 und Pa-Tu-8902 nachweisbar. Die vier Zelllinien MIA Pa-Ca-2, PT45P1,
PANC-1 und Capan-2 wiesen vergleichsweise geringe Mengen an und Gb3Cer auf. Das
neutrale GSL Gb4Cer war mittels Orcinolfairbung nur in den Zelllinien PT45P1, Pa-Tu-
8902, PANC-1 und BxPC-3 nachweisbar, nicht aber in MIA PaCa-2- und Capan-2-Zellen.
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Abbildung 17: Orcinolfirbung von neutralen GSL aus Zelllinien der Primirtumoren (A),

Lebermetastasen (B) und Aszites- und Lymphknotenmetastasen (C). Es wurden Aliquots entsprechend

1x10° Zellen auf die HPTLC-Platte appliziert und diinnschichtchromatographisch separiert. Als

Referenzen dienten 10 pg der dquimolaren GSL-Mischung von Gb3Cer und Gb4Cer (Referenz 1) und 12,5

pg der neutralen GSL aus humanen Erythrozyten (Referenz 2).
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Dies bestitigt die Ergebnisse der Expressionsstudie zu den Glykosyltransferasen in
Kapitel 4.2.1, da analog zu der fehlenden B1,3-GalNAcT-Expression kein Gb4Cer
nachgewiesen werden konnte. Im Vergleich der aus Primirtumoren stammenden
Zelllinien waren MHC und Lc2Cer ebenfalls am starksten in den Isolaten aus BxPC-3
und Pa-Tu-8902 vertreten, wohingegen die Zelllinien MIA Pa-Ca-2, PT45P1, PANC-1
und Capan-2 vergleichsweise geringe Mengen an MHC, Lc2Cer und Gb3Cer aufwiesen.

Lebermetastasen

Die Ergebnisse der Orcinolfarbung der neutralen GSL der Lebermetastasen sind in
Abbildung 17B dargestellt. Alle Zelllinien synthetisierten Gb3Cer, Gb4Cer, MHC und
Lc2Cer. Dabei wiesen die Préparationen aus den Zelllinien S2-007 und S2-028 die
grofften Mengen an GSL auf, wihrend die Zelllinien Capan-1 und SU.86.86 moderate und
die Zelllinie Pa-Tu-8988T im Vergleich zu den anderen Zelllinien nur geringe Mengen an

neutralen GSL erkennen lieB3en.

Aszites- und Lymphknotenmetastasen

Abbildung 17C zeigt, dass in den neutralen GSL-Fraktionen der aus Aszites- und
Lymphknotenmetastasen stammenden Zelllinien Gb3Cer enthalten war. Ein sehr hoher
Gb3Cer-Gehalt wurde in der Zelllinie AsPC-1 festgestellt. Dagegen wurde mittels
Orcinolfirbung Gb4Cer ausschlielich in den untersuchten Zelllinien der
Lymphknotenmetastasen Hs 766T nachgewiesen. Die Vorlduferstruktur von Gb3Cer, das
Lc2Cer, wurde ebenfalls in allen Zelllinien dieser Gruppe detektiert. Mit Ausnahme von

HPAF-II war MHC ebenfalls in diesen Zelllinien vorhanden (Storck et al., 2012).

Da der GSL-Nachweis mittels Orcinolfiarbung jedoch nur auf dem vergleichenden
Laufverhalten mit Referenzsubstanzen beruht, erfolgte der spezifische Nachweis von
Gb3Cer und Gb4Cer in den neutralen GSL-Fraktionen der Pankreaskarzinomzelllinien
sowohl mit Stx2 und dem entsprechenden Anti-Stx2-Antikorper als auch mit Anti-
Gb3Cer- bzw. Anti-Gb4Cer-Antikorpern.
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4.2.3 Immundetektion von Gb3Cer und Gb4Cer aus humanen

Pankreaskarzinomzelllinien

Der exakte Nachweis der Stx-Rezeptoren erfolgte mittels immunchemischer
Detektion von Gb3Cer und Gb4Cer mit Hilfe des Stx2- und der Antikorper-vermittelten
Overlay-Assays (siehe Kapitel 3.7.3). Die Intensititen der GSL-Banden wurden
densitometrisch quantifiziert (sieche Kapitel 3.7.5). Da die Immundetektion eine
spezifische und sehr sensitive Methode zum Nachweis von GSL darstellt, ist im Vergleich
zur Orcinolfirbung eine deutlich geringere Menge an Probenmaterial erforderlich. So
wurde bei der Orcinolfarbung (siche Abbildung 17) eine Probenmenge entsprechend einer
Zellzahl von 1 x 10° Zellen aufgetragen, wihrend bei der Inmundetektion neutrale GSL-
Priparate korrespondierend zu 4 x 10° Zellen fiir den Stx2-vermittelten und 2 x 10° Zellen

fiir den Antikorper-vermittelten Overlay-Assay eingesetzt wurden.

Primdrtumoren

Abbildung 18 zeigt die Stx2- und Antikdrper-vermittelten Overlay-Assays mit den
neutralen GSL aus den Primértumor-Zelllinien. Im Stx2-vermittelten Overlay-Assay
(Abbildung 18A) wurde deutlich, dass das Stx2 primdr an den high affinity Rezeptor
Gb3Cer und nur in sehr geringem Malle an den low affinity Rezeptor Gb4Cer bindet, da
bei Betrachtung der GSL-Referenzmischung mit dquimolaren Mengen an Gb3Cer und
Gb4Cer (Referenz 1) eine ausgeprigte Gb3Cer-Doppelbande und nur eine schwache
Gb4Cer-Bande zu erkennen war. Weiterhin wurde ersichtlich, dass alle Zelllinien aus
Primértumoren den Stx-Rezeptor Gb3Cer enthielten. Dabei wurde der hochste Gehalt an
Gb3Cer in BxPC-3-Zellen beobachtet. In dem Kieselgel war ein auffilliges
Bandenmuster in Form einer Dreifachbande zu erkennen, welches auf eine hohe
Heterogenitét der Gb3Cer-Spezies im Lipidteil schliefen lie3. Neben der oberen Bande,
die Gb3Cer-Spezies mit langer Fettsdure im Ceramidsegment des Molekiils reprisentiert,
und der unteren Bande, welche Gb3Cer-Molekiile mit kurzer Fettsdure darstellt, erschein
eine weitere Bande, die aufgrund der stirkeren Retardierung Gb3Cer-Spezies mit
starkeren hydrophilen Eigenschaften enthalten muss. In den neutralen GSL der Zelllinien
MIA PaCa-2 und Pa-Tu-8902 wurden ebenfalls relativ hohe Gb3Cer-Mengen detektiert.

Hier zeigte die Immunfirbung das charakteristische Doppelbandenmuster, wobei die
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untere und die obere Bande bei Pa-Tu-8902 relativ identische Farbintensitidten aufwiesen,
wihrend bei MIA PaCa-2 die untere Bande schwicher ausgeprigt war als die obere
Bande. Bei dem mittels Stx2-Test immungefarbten Banden der Extrakte aus den
Zelllinien PT45P1, PANC-1 und Capan-2 wurden etwas schwicher gefirbte Gb3Cer-
Banden erzielt. Die untere Bande der Gb3Cer-Spezies mit kurzkettiger Fettsdure war
visuell kaum zu erkennen.

Der Vergleich von Abbildung 18A und Abbildung 18B verdeutlicht, dass Stx2 und
der Anti-Gb3Cer Antikorper prinzipiell analoge Ergebnisse liefern. Jedoch konnten
mittels Anti-Gb3Cer Antikorper (Abbildung 18B) die unteren Banden bei PT45P1,
PANC-1 und Capan-2 eindeutiger nachgewiesen werden. Zusétzlich wurde bei genauer
Betrachtung in den Fraktionen neutraler GSL der Zelllinien Pa-Tu-8902, PANC-1 und (in
Spuren) MIA PaCa-2 mit dem sensitiveren Antikorper im Vergleich zum Stx2-basierten
Assay eine schwache Bande mit hoch polaren Gb3Cer-Spezies detektiert.

Abbildung 18C ldsst erkennen, dass die neutralen GSL-Fraktionen der Zelllinien
PT45P1, Pa-Tu-8902, PANC-1 und BxPC-3 Gb4Cer enthielten. Auch Capan-2
synthetisierte Gb4Cer, jedoch in erheblich geringeren Mengen. Das Pa-Tu-8902-Priparat
lieB auBerdem polare Gb4Cer-Spezies, vermutlich mit einer hydroxylierten Fettsdure,
durch die zusitzliche Bande unterhalb der Bande von dem Cl16-Fettsdure-haltigen
Gb4Cer erkennen. Gb4Cer konnte in MIA PaCa-2 auch nicht mit Hilfe des
hochempfindlichen Overlay-Assays nachgewiesen werden (Abbildung 18C). Daher wird
Gb4Cer von diesen Zellen nicht synthetisiert, was durch die Ergebnisse der PCR (siche
Kapitel 4.2.1) und der Oligosaccharidfarbung (siche Kapitel 4.2.2) bereits nahegelegt

wurde.

Insgesamt konnte beobachtet werden, dass die obere Bande in den Fraktionen
neutraler GSL der Primédrtumor-Zelllinien ausgepragter war, was auf einen hoheren Anteil
an GSL-Spezies mit langkettiger Fettsdure als mit kurzkettiger, C16-Fettsdure schlieen
lieB3.
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Abbildung 18: Immundetektion der Stx-Rezeptoren in neutralen GSL-Fraktionen der
Pankreaskarzinomzelllinien aus Primédrtumoren. Aliquots wurden entsprechend einer Zellzahl von
4x10° Zellen fiir den Stx2-vermittelten Overlay-Assay (A) bzw. 2 x 10° Zellen fiir die Antikorper-
vermittelten Overlay-Assay (B und C) auf die HPTLC-Platte appliziert und diinnschichtchromatographisch
separiert. Als Positivkontrolle wurden 1,5 pg einer Mischung mit dquimolaren Mengen an Gb3Cer und
Gb4Cer eingesetzt (Referenz 1). Der GSL-Nachweis erfolgte mit Stx2 und einem gegen das Toxin
gerichteten Primérantikdrper (A), einem Anti-Gb3Cer Antikorper (B) bzw. einem Anti-Gb4Cer Antikdrper
(C). Die Visualisierung erfolgte durch die Bindung eines AP-konjugierten Sekundérantikdrpers und die
Zugabe des Substrats BCIP.
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Lebermetastasen

Bei den HPTLC Overlay-Assays von neutralen GSL-Préparationen der
Lebermetastasen-Zelllinien wurden in allen Proben Gb3Cer nachgewiesen. Bei der Stx2-
basierten Immundetektion (Abbildung 19A) lieB sich aufgrund der erscheinenden
Dreifachbande eine starke Heterogenitit der Gb3Cer-Spezies in der Zelllinie Capan-1
vermuten. In den Préparaten der Zelllinien Pa-Tu-8988T, S2-007 und SU.86.86 konnte
ebenfalls ein deutlicher Gb3Cer-Gehalt nachgewiesen werden. Die geringste
Immunfirbung gegen Gb3Cer wurde im Vergleich der aus Lebermetastasen stammenden
Zelllinien in der neutralen GSL-Fraktion von S2-028 beobachtet.

Mit Hilfe des AK-vermittelten Overlay-Assays (Abbildung 19B) wurden
vergleichbare Immunfarbungen erzielt, wobei zusédtzlich festgestellt werden konnte, dass
am meisten Gb3Cer-Spezies mit kurzkettigen, vermutlich C16-Fettsduren synthetisiert
wurden, da die entsprechende Bande die intensivste Farbung aufwies.

Gb4Cer wurde ebenfalls in allen aus Lebermetastasen stammenden Zelllinien
detektiert. Dies zeigte sich durch die charakteristische immunpositive Doppelbande,
welche die langkettigen (C20-C24) und die kurzkettigen (C16) Gb4Cer-Spezies
reprasentieren. Dabei war jeweils die obere, Gb4Cer-Spezies mit langkettiger Fettsdure
repriasentierende Bande stirker ausgeprdgt als die untere Bande. Eine weitere
immungefarbte Doppelbande, die besonders bei dem Priparat aus S2-007 auffillig wurde,
ist wahrscheinlich auf eine Kreuzreaktivitit des polyklonalen Anti-Gb4Cer Antikdrpers
zuriickzufiihren (Miithing et al., 1999).
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Abbildung 19: Immundetektion der Stx-Rezeptoren in neutralen GSL-Fraktionen der
Pankreaskarzinomzelllinien aus Lebermetastasen. Aliquots wurden entsprechend einer Zellzahl von
4x10° Zellen fir den Stx2-vermittelten Overlay-Assay (A) bzw. 2 x 10° Zellen fiir die Antikdrper-
vermittelten Overlay-Assays (B und C) auf die HPTLC-Platte appliziert und diinnschichtchromatographisch
separiert. Als Positivkontrolle wurden 1,5 pg einer Mischung mit dquimolaren Mengen an Gb3Cer und
Gb4Cer eingesetzt (Referenz 1). Der GSL-Nachweis erfolgte mit Stx2 und einem gegen das Toxin
gerichteten Primérantikdrper (A), einem Anti-Gb3Cer Antikodrper (B) bzw. einem Anti-Gb4Cer Antikdrper
(C). Die Visualisierung erfolgte durch die Bindung eines AP-konjugierten Sekundérantikdrpers und die
Zugabe des Substrats BCIP.
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Aszites- und Lymphknotenmetastasen

In Abbildung 20 wird der immunchemische Nachweis von Gb3Cer und Gb4Cer in
neutralen GSL-Fraktionen aus den Zelllinien der Aszites- und Lymphknotenmetastasen
dargestellt. Der Gb3Cer-Gehalt in AsPC-1-Zellen ist im Vergleich zu allen anderen
humanen Pankreaskarzinomzelllinien am hochsten (sieche Kapitel 4.3). Im Stx2-
vermittelten Overlay-Assay (Abbildung 20A) zeigten sich in dem Prédparat von AsPC-1
zwel extrem stark ausgeprigte Banden, die kaum voneinander abgegrenzt werden
konnten, wobei der untere Bereich etwas stirker gefarbt war und so auf einen hdheren
Anteil an Gb3Cer mit kurzkettiger Fettsdure deutete. Bei Hs 766T trat die héufig zu
beobachtende Doppelbande der Gb3Cer-Spezies mit lang- (C20-C24) und kurzkettigen
(C16) Fettsdauren auf. Dabei enthielt die Hs 766T-Praparation einen hoheren Anteil an
Gb3Cer-Spezies mit langkettigen als mit kurzkettiger Fettsdure. Dagegen zeigten die
Gb3Cer-Spezies der immunpositiven Doppelbande bei HPAF-II im Vergleich zur
Referenz und den anderen Prédparaten ein leicht verringertes Laufverhalten, was auf das
Vorliegen iiberwiegend hydrophiler Gb3Cer-Spezies hindeutet. Die unterste Bande war
sogar intensiver gefarbt als die der Gb3Cer-Spezies mit C16-Fettsidure. Interessanterweise
war weiter zu beobachten, dass mit dem Stx2-vermittelten Overlay-Assay kein Gb3Cer in
dem MPanc-96-Priparat detektiert werden konnte.

Durch die Verwendung des Gb3Cer-spezifischen Antikorpers im Overlay-Assay
(Abbildung 20B) wurde die Gb3Cer-Spezies in dem neutralen GSL-Préparat von AsPC-1
als eine Dreifachbande detektiert, was auf eine hohe Heterogenitét innerhalb der Gb3Cer-
Spezies schlieBen ldsst. Dabei dominierte die Bande, die die Gb3Cer-Spezies mit einer
Cl6-Fettsdure reprasentiert. Bei der Farbung der neutralen GSL-Fraktion aus MPanc-96
erschien ebenfalls eine Dreifachbande, obwohl mittels Stx2 kein Gb3Cer nachgewiesen
werden konnte (s.0.). Dies demonstriert die hohe Empfindlichkeit des Anti-Gb3Cer
Overlay-Assays. Dabei war ebenfalls die Bande der Gb3Cer-Varianten mit C16-Fettsidue
am stirksten ausgeprdgt. Im Falle der Fraktionen neutraler GSL aus den Zelllinien
Hs 766T und HPAF-II wurden Doppelbandenmuster analog zu denen der Stx2-basierten
Immundetektion erhalten.

Der mit dem Anti-Gb4Cer-Antikorper durchgefiihrte Overlay-Assay (Abbildung
20C) verdeutlicht, dass Gb4Cer in den untersuchten Zelllinien aus Aszites- und

Lymphknotenmetastasen mit Abstand am starksten in Hs 766T synthetisiert wurde, wobei
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Abbildung 20: Immundetektion der Stx-Rezeptoren in neutralen GSL-Fraktionen der
Pankreaskarzinomzelllinien aus Aszites- und Lymphknotenmetastasen. Aliquots wurden entsprechend
4x10° Zellen fiir den Stx2-vermittelten Overlay-Assay (A), bzw. 2 x 10° Zellen fiir die Antikorper-
vermittelten Overlay-Assays (B und C) auf die HPTLC-Platte appliziert und diinnschichtchromatographisch
separiert. Als Positivkontrolle wurden 1,5 pg einer Mischung mit d4quimolaren Mengen an Gb3Cer und
Gb4Cer eingesetzt (Referenz 1). Der GSL-Nachweis erfolgte mit Stx2 und einem gegen das Toxin
gerichteten Primdrantikorper (A), einem Anti-Gb3Cer Antikdrper (B) bzw. einem Anti-Gb4Cer Antikdrper
(C). Die Visualisierung erfolgte durch die Bindung eines AP-konjugierten Sekundérantikdrpers und die

Zugabe des Substrats BCIP.
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mehr langkettige Gb4Cer-Varianten vorlagen. Auch in MPanc-96 konnte Gb4Cer mit
hauptsédchlich langkettigen Fettsduren nachgewiesen werden, jedoch war das Antikorper-
vermittelte Signal sehr schwach. Lediglich Spuren von Gb4Cer konnten in der
Priparation von AsPC-1 detektiert werden, und tiberhaupt kein Gb4Cer fand sich in
HPAF-II-Zellen (Storck et al., 2012).

Bestimmung der Fettsiureanteile von Gb3Cer-Spezies

Um den Gb3Cer- und Gb4Cer-Gehalt und insbesondere den relativen Anteil von
Gb3Cer- und Gb4Cer-Spezies mit lang- und kurzkettigen sowie hydroxylierten Fettsduren
(Doppel- bzw. Dreifachbanden) semiquantitativ zu bestimmen, wurden die Antikorper-
vermittelten Overlay-Assays densitometrisch bei einer Wellenlinge von A =630 nm

ausgewertet (sieche Kapitel 3.7.5).

Primdrtumoren

Die densitometrischen Messungen liefern genauere Werte und erhohen die
Aussagekraft der zuvor ,nach Augenschein“ beschriecbenen Ergebnisse der
Immundetektion. Abbildung 21 verdeutlicht, dass der hochste Gb3Cer-Gehalt bei der
Zelllinie AsPC-1 und die geringste Menge bei S2-028 vorliegt. Bei den Primértumoren
zeigte die Zelllinie BXPC-3 den hochsten Gehalt an Gb3Cer, die Zelllinie PT45P1 den
niedrigsten. Bemerkenswert war, dass MIA PaCa-2 als einzige Zelllinie aus
Primirtumoren des Pankreaskarzinoms einen hoheren Anteil an kurzkettigen Fettsduren
im Ceramid als an langkettigen Fettsduren zeigte. Alle anderen Zelllinien wiesen einen
hoheren Anteil an langkettigen Fettsduren auf. Das Vorhandensein von hydroxylierten
Fettsduren konnte bei den Zelllinien MIA PaCa-2, Pa-Tu-8902, PANC-1 und BxPC-3
semiquantitativ bestimmt werden, wéhrend die Zelllinien PT45P1 und Capan-2 keine

hydroxylierten Gb3Cer-Spezies erkennen lieen.
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Abbildung 21: Semiquantitative Bestimmung der Gb3Cer-Spezies in den Pankreaskarzinomzelllinien
mit Fettsiuren unterschiedlicher Kettenliinge. Die immunpositiven Banden wurden bei einer
Wellenldnge von A =630 nm densitometrisch vermessen. Als Kontrolle wurden die Gb3Cer-Spezies der

Referenzmischung mit dquimolaren Mengen an Gb3Cer und Gb4Cer (Referenz 1) bestimmt.

Lebermetastasen

In den Zelllinien aus Lebermetastasen des Pankreaskarzinoms wurde der hochste
Gb3Cer-Gehalt bei S2-007 und der niedrigste Gehalt bei S2-028 detektiert (Abbildung
21). Im Gegensatz zu den Zelllinien aus Primirtumoren zeigten die der Lebermetastasen
einen hoheren Anteil an Gb3Cer-Varianten mit kurzkettigen Fettsduren als an Spezies mit
langkettigen Fettsduren. AuBBerdem wurden bei allen fiinf Zelllinien polare, vermutlich
hydroxylierte Spezies densitometrisch nachgewiesen, wobei die Zelllinie Capan-1 den

hochsten Gehalt an Gb3Cer mit hydroxylierten Fettsduren erkennen lieB3.
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Aszites- und Lymphknotemetastasen

Eine ausgepragte Heterogenitdt hinsichtlich der Fettsdurevariabilitit von Gb3Cer
wurde in den Zelllinien aus Aszites- und Lymphknotenmetastasen beobachtet (Abbildung
21). Interessanterweise wurde in der Zelllinie AsPC-1 ein auffallend hoherer Gehalt an
Gb3Cer mit hydroxylierten Fettsduren als an Spezies mit kurzkettigen Fettsduren
detektiert. Den Hauptanteil stellten jedoch Gb3Cer-Varianten mit langkettigen Fettsduren
dar. Auch die Zelllinie HPAF-II zeigte eine ungewohnliche Fettsdurezusammensetzung,
da in etwa gleichen Anteilen Gb3Cer-Spezies mit hydroxylierten und kurzkettigen
Fettsduren auftraten. Dagegen waren keine Gb3Cer-Varianten mit langkettigen Fettsduren
detektierbar. Bei der densitometrischen Quantifizierung zeigte sich, dass in der Zelllinie
Hs 766T Gb3Cer-Spezies mit langkettiger Fettsdure gegeniiber denjenigen mit
kurzkettiger Fettsdure dominierten. Spezies mit hydroxylierter Fettsdure konnten hier
nicht nachgewiesen werden. Dagegen iiberwog in der Zelllinie MPanc-96 der Anteil an
Gb3Cer mit kurzkettiger Fettsdure gegeniiber Gb3Cer mit langkettiger Fettsdure, wobei
bei dieser Zelllinie ein geringer Anteil an Gb3Cer-Spezies mit hydroxylierten Fettsduren
bestimmt werden konnte. In der Referenzmischung (Referenz 1) iiberwog der Anteil an
Gb3Cer-Varianten mit langkettigen Fettsduren gegeniiber denen mit kurzkettigen
Fettsduren. In geringerem Mafe enthielt die Referenzmischung Gb3Cer-Spezies mit

hydroxylierten Fettsduren.

Die prozentualen Anteile der verschiedenen Gb3Cer-Varianten fiir die 15 Zelllinien

sind in Tabelle 15 zusammengefasst.

Bestimmung der Fettsiureanteile von Gb4Cer-Spezies

Abbildung 22 zeigt das Ergebnis der densitometrischen, semiquantitativen
Bestimmung der Gb4Cer-Heterogenitdt der humanen Pankreaskarzinomzelllinien. Der
hochste Gehalt an Gb4Cer wurde in Pa-Tu-8902 nachgewiesen. Neben MIA PaCa-2 und
HPAF-II, die kein Gb4Cer besitzen, zeigte AsPC-1 den geringsten Gehalt an Gb4Cer.
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Primdrtumoren

In der Kollektion der Primirtumor-Zelllinien wies Pa-Tu-8902 nicht nur die starkste
Gb4Cer-Expression auf, sondern auch mehrheitlich Gb4Cer-Spezies mit langkettigen
Fettsduren im Vergleich zu den kurzkettigen Fettsdurevarianten (Abbildung 22). Bei den
Primértumor-Zelllinien wurden nur bei dieser Zelllinie (und der Referenz 1) hydroxylierte
Gb4Cer-Varianten nachgewiesen. Auch in den Zelllinien PT45P1, PANC-1, BxPC-3 und
Capan-2 dominierte Gb4Cer mit langkettiger Fettsdure. Capan-2 zeigte den geringsten
Gb4Cer-Gehalt.
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Abbildung 22: Semiquantitative Bestimmung der Gb4Cer-Spezies in den Pankreaskarzinomzelllinien
mit Fettsiuren unterschiedlicher Kettenlinge. Die immunpositiven Banden wurden bei einer
Wellenldnge von A =630 nm densitometrisch vermessen. Als Kontrolle wurden die Gb3Cer-Spezies der

Referenzmischung mit &quimolaren Mengen an Gb4Cer und Gb4Cer (Referenz 1) bestimmit.
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Lebermetastasen

In den Zelllinien aus Lebermetastasen wies Pa-Tu-8988T den hochsten Gb4Cer-
Gehalt auf, wobei Spezies mit langkettigen Fettsduren etwas stdrker vertreten waren als
solche mit kurzkettigen Fettsduren (Abbildung 22). Auch in den Zelllinien S2-007,
S2-028 und SU.86.86 wurde mit der Densitometrie jeweils ein hoherer Anteil an Gb4Cer
mit langkettigen Fettsduren als mit kurzkettigen Fettsduren bestimmt. Die Zelllinie
Capan-1 zeigte sogar ausschlieBlich die Gb4Cer-Variante mit langkettigen Fettsduren. Es

wurden keine Gb4Cer-Spezies mit hydroxylierter Fettsdure beobachtet.

Aszites- und Lymphknotenmetastasen

Die Zelllinien aus Aszitesmetastasen des Pankreaskarzinoms (AsPC-1 und HPAF-II)
lieBen nur einen geringen Gb4Cer-Gehalt erkennen. Wihrend Gb4Cer in AsPC-1 noch
marginal mit einem hoheren Anteil an langkettigen Fettsduren detektiert werden konnte,
wies  HPAF-II  iiberhaupt kein Gb4Cer auf. Bei den Zelllinien aus
Lymphknotenmetastasen Hs 766T und MPanc-96 wurden ebenso hoéhere Anteile an
langkettigen Fettsduren in Gb4Cer nachgewiesen, wobei Hs 766T den hochsten Gb4Cer-
Gehalt in dieser Gruppe zeigte.

Die prozentualen Anteile der verschiedenen Gb4Cer-Spezies sind in Tabelle 15
aufgefiihrt. Interessanterweise konnte beobachtet werden, dass die Gb3Cer-Spezies in der
Gruppe der Primdrtumor-Zelllinien, mit Ausnahme von MIA PaCa-2, alle einen hoheren
Anteil an langkettigen Fettsduren zeigten, wahrend im Gegensatz dazu in den Zelllinien
aus Lebermetastasen ein hoherer Anteil an Gb3Cer-Varianten mit kurzkettigen Fettsduren
erkennen lieBen. Bei den aus Aszites- und Lymphknotenmetastasen abstammenden
Zelllinien dagegen konnte keine derartige RegelmaBigkeit festgestellt werden. Im Fall der
Gb4Cer-Varianten wurde in allen 15 Pankreaskarzinomzelllinien ein héherer Anteil an
Spezies mit langkettigen Fettsduren gegeniiber solchen mit kurzkettigen Fettsduren

detektiert.
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Tabelle 15: Prozentuale Verteilung der verschiedenen Fettsiurereste innerhalb von Gb3Cer- und

Gb4Cer-Spezies aus humanen Pankreaskarzinomzelllinien.

Gb3Cer-Spezies Gb4Cer-Spezies
Zelllinie langkettig  kurzkettig  hydroxyliert langkettig kurzkettig  hydroxyliert

[%o] [%o] [%o] [%6] [%6] [%o]
MIA PaCa-2 433 50,3 6,3 0 0 0
PT45P1 68,9 31,1 0 31,1 68,9 0
Pa-Tu-8902 47,2 453 7,6 353 54,1 10,6
PANC-1 48,1 47,5 4,4 34,9 65,1 0
BxPC-3 473 36,7 16,0 25,6 74,4 0
Capan-2 56,3 43,7 0 15,1 84,9 0
Pa-Tu-8988T 39,2 56,9 3,9 46,5 53,5 0
S2-007 42,6 53,2 4,2 34,5 65,5 0
$2-028 37,7 59,7 2,7 40,9 59,1 0
Capan-1 21,4 55,2 23,4 0 100,0 0
SU.86.86 35,4 57,3 7,2 30,3 69,7 0
AsPC-1 46,9 22,7 30,4 38,7 61,3 0
HPAF-II 0 47,5 52,5 0 0 0
Hs 766T 61,7 38,3 0 37,2 62,8 0
MPanc-96 283 57,7 14,0 354 64,6 0

Rangzuordnung nach GSL-Gehalt

Anhand der densitometrisch bestimmten Gehalte an Gb3Cer und Gb4Cer wurden den
Zelllinien Rénge zugeordnet, wobei Rang 1 die Zelllinie mit dem hochsten GSL-Gehalt
und Rang 15 die Zelllinie mit dem niedrigsten GSL-Gehalt reprisentiert. Die
Rangzuordnung ist in Tabelle 16 zusammengefasst. Die Verteilung der Ringe lésst
erkennen, dass keine Korrelation zwischen dem Tumortyp der Zelllinien und dem GSL-
Gehalt besteht, weder in Bezug auf den Gb3Cer- noch auf den Gb4Cer-Gehalt. In den
drei Tumorgruppen finden sich Zelllinien, die sowohl einen hohen als auch einen
niedrigen Gehalt an Gb3Cer bzw. Gb4Cer zeigten. Auch konnte kein Zusammenhang
zwischen dem Gb3Cer- und dem Gb4Cer-Gehalt erkannt werden.
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Tabelle 16: Rangzuordnung der Pankreaskarzinomzelllinien entsprechend ihres Gehalts an Gb3Cer

und Gb4Cer.

Gb3Cer-Gehalt Gb4Cer-Gehalt
Zelllinie Ursprung
Signal [rE] Rang Signal [rE] Rang
MIA PaCa-2 3581 5 0 14,5
PT45P1 1879 11 3835 4
Pa-Tu-8902 4260 3 4620 1
Primédrtumor
PANC-1 3639 4 3110 8
BxPC-3 5105 2 3645 5,5
Capan-2 2676 8 1003 11
Pa-Tu-8988T 1644 12 4321 2
S2-007 3220 6 3295 7
S2-028 Lebermetastase 1537 15 3078 9
Capan-1 1955 10 2134 10
SU.86.86 2896 7 3668 5,5
AsPC-1 5685 1 620 13
Aszitesmetastase
HPAF-II 1629 13 0 14,5
Hs 766T Lymphknoten- 2149 9 4161 3
MPanc-96 metastase 1597 14 879 12

4.3 Statistische Auswertung

Auf Grundlage der Ergebnisse des Zytotoxizitdts-Assays und der densitometrisch
bestimmten GSL-Mengen wurde eine mdgliche Korrelation zwischen Rezeptorgehalt und
Sensitivitidt gegeniiber Stx2 fiir die einzelnen Pankreaskarzinomzelllinien statistisch
untersucht. Den Zelllinien wurden anhand der bestimmten CDsy-Werte des Zytotoxizitats-
Assays und des desitometrisch bestimmten Gehalts an Gb3Cer bzw. Gb4Cer Rénge von 1
bis 15 zugeordnet, wobei Ridnge von der hochsten Stx2-Sensitivitit (Rang 1) zur
niedrigsten Sensitivitdt (Rang 15) (siehe Tabelle 13) bzw. von dem hochsten GSL-Gehalt
(Rang 1) zum niedrigsten GSL-Gehalt (Rang 15) (siehe Tabelle 16) zugewiesen wurden.
In Tabelle 17 sind die Rénge beziiglich der CDs,-Werte (sieche Kapitel 4.1) und die Rénge
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der semiquantitativ bestimmten Gb3Cer- und Gb4Cer-Mengen (siche Kapitel 4.2.3) der

Pankreaskarzinomzelllinien aufgelistet.

Tabelle 17: Rangzuordnung der Pankreaskarzinomzelllinien beziiglich der CDs,-Werte, sowie des

Gb3Cer- und Gb4Cer-Gehalts.

Zelllinie CDs, Stx2 al,4-GalT p1,3-GalNAcT Gb3Cer Gb4Cer
Rang Rang Rang Rang Rang
MIA PaCa- 6 15 15 5 14,5
PT45P1 8 3 9 11 4
Pa-Tu-8902 2 8 3 3 1
PANC-1 12,5 11 1 4 8
BxPC-3 5 2 10 2 5,5
Capan-2 9 10 2 8 11
Pa-Tu- 1 12 7 12
S2-007 12,5 14 11 6
S2-028 12,5 7 15
Capan-1 7 9 10 10
SU.86.86 3 1 7 5,5
AsPC-1 12,5 4 13 1 13
HPAF-II 12,5 6 12 13 14,5
Hs 766T 4 5 6 9 3
MPanc-96 12,5 13 14 14 12

Bei den Berechnungen der moglichen Korrelationen wird ein Signifikanzniveau von
a = 0,005 mit einem kritischen Wert von ry = 0,654 zugrunde gelegt. Die Berechnung des
Rangkorrelationskoeffizienten = nach ~ Spearman  fiir  die  Sensitivitdit  der
Pankreaskarzinomzelllinien gegeniiber Stx2 und dem Gb3Cer-Gehalt ergab einen Wert
von 1, =0,201, was eine Korrelation der beiden Testgroen aufgrund des kritischen
Wertes von 1y = 0,654 ausschloss. Dagegen konnte ein Zusammenhang zwischen den
CDsp-Werten und dem Gb4Cer-Gehalt erkannt werden (r;=0,682). Da es sich bei
Gb4Cer um das Elongationsprodukt von Gb3Cer handelt, ist der mdogliche
Zusammenhang zwischen Gb3Cer- und Gb4Cer-Gehalt von Interesse. Allerdings war

auch bei dem Vergleich der Gehalte an Gb3Cer und Gb4Cer mit ry= 0,096 keine
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Korrelation festzustellen. Fiir die Expression der Glykosyltransferasen al,4-GalT und
B1,3-GalNACT (Kapitel 4.2.1, Tabelle 14) konnte ebenfalls mit r;=0,164 kein
Zusammenhang beobachtet werden. Beim Vergleich des Gb3Cer-Gehalts und der
Expression der Gb3Cer-Synthase al,4-GalT ergab sich aus der Berechnung des
Rangkorrelationskoeffizienten ein Wert von r,=0,139, so dass auch hier von keiner
Korrelation ausgegangen werden konnte. Dies galt ebenso fiir den Vergleich der Gb4Cer-
Gehalte und der Gb4Cer-Synthase B1,3-GalNACT (r;=0,521), dem CDso-Wert und der
al,4-GalT (r; = 0,229) und dem CDso-Wert und der B1,3-GalNACT (rs = 0,358) (Storck et
al.,2012).

4.4 Strukturelle Charakterisierung der Stx-Rezeptoren aus

humanen Pankreaskarzinomzelllinien

Um die Stx-Rezeptoren Gb3Cer und Gb4Cer strukturell zu charakterisieren, wurden
zwei verschiedene massenspektrometrische Methoden angewendet. Nachdem die
Plexigum-Beschichtung mit Hilfe von Chloroform nach der
diinnschichtchromatographischen Trennung und der GSL-Immundetektion entfernt
wurde, erfolgte die Messung entweder direkt auf der HPTLC-Platte mittels IR-MALDI-o-
TOF MS oder nach GSL-Extraktion aus dem Kieselgel durch nanoESI-Q-TOF MS. Dabei
diente die IR-MALDI-o-TOF MS dazu, erste Anhaltspunkte fiir Unterschiede hinsichtlich
der Gb3Cer und Gb4Cer-Lipoformen der einzelnen Zelllinien zu erhalten. Die nanoESI-

Q-TOF MS erméglichte die exakten Struktureaufkldrungen durch CID-Experimente.

4.4.1 Identifizierung von Globotriaosyl- und Globotetraosylceramid

mittels IR-MALDI-o-TOF MS

Die direkte Kopplung von HPTLC und IR-MALDI-o-TOF MS ermdglicht die
strukturelle Charakterisierung von Substanzen im Nanogrammbereich, da auf
zeitintensive, mit Verlusten verbundene Extraktionsverfahren verzichtet werden kann.

Somit bietet dieses Verfahren die Moglichkeit unmittelbar eine Ubersicht iiber die
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verschiedenen GSL-Spezies zu erhalten, allerdings kann keine Aussage iiber die exakte
Struktur getroffen werden. Nach diinnschichtchromatographischer Trennung der GSL-
Extrakte und anschlieBender Immundetektion wurde die Plexigum-Schicht mit
Chloroform von der HPTLC-Platte entfernt und diese auf die fiir das Massenspektrometer
passende TargetgroBe zugeschnitten. Als Fliissigmatrix wurde Glycerin appliziert, die
Probe in die lonenquelle des Massenspektrometers iiberfiihrt und die Messung im
Positivionenmodus  durchgefiihrt. Exemplarisch ~ werden = IR-MALDI-o-TOF
Massenspektren von Pa-Tu-8902 als Vertreter der aus Primédrtumoren des humanen
Pankreaskarzinoms isolierten Zelllinien, von S2-007 als Beispiel der aus Lebermetastasen
isolierten Zelllinien und von Hs 766T als Reprisentant der aus Lymphknotenmetastasen

isolierten Zelllinien gezeigt.

Primdrtumoren

In Abbildung 23 sind die IR-MALDI-o-TOF Massenspektren der mittels Stx2 und
Anti-Gb3Cer- sowie Anti-Gb4Cer-Antikorper detektierten GSL aus der Zelllinie
Pa-Tu-8902 dargestellt. Es wurden primér einfach natriumkationisierte [M+Na] -Ionen
nachgewiesen.  Zundchst  wurden die  Stx2-detektierten = Gb3Cer-Spezies
massenspektrometrisch untersucht, wobei die untere und die obere immunpositive Bande
separat voneinander vermessen wurden. Abbildung 23A zeigt das Massenspektrum der
unteren, hydrophileren Bande, die ausschlieBlich Gb3Cer (d18:1, C16:0) mit m/z 1046,64
beinhaltet. Das von der oberen Stx2-positiven Bande erzeugte Spektrum (Abbildung 23B)
weist als Hauptkomponenten Gb3Cer-Spezies mit Sphingosin (d18:1) und einer C24:1-
(m/z 1156,74) bzw. C24:0-Fettsdure (m/z 1158,75) auf. Als Nebenkomponenten wurden
sehr geringe Mengen der Gb3Cer-Varianten mit C21:0, C22:0, C23:0, C25:1 und C25:0
bei m/z 1116,73, m/z 1130,72, m/z 1144,75, m/z 1170,74 und m/z 1172,76 detektiert.

Die mittels IR-MALDI-o-TOF erzielten Massenspektren der Antikorper-detektierten
Gb3Cer-Spezies aus der unteren und oberen Bande sind in Abbildung 23C und in
Abbildung 23D dargestellt. In der unteren Bande wurde erwartungsgemill Gb3Cer
(d18:1, C16:0) bei m/z 1046,68 detektiert. Der im Vergleich zum Spektrum in Abbildung
23A zusitzlich detektierte Peak bei m/z 1062,65 kann tentativ einer hydroxylierten
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Gb3Cer-Variante zugeordnet werden; wahrscheinlicher ist jedoch, dass es sich um ein
Kaliumaddukt der Hauptkomponente Gb3Cer (d18:1, C16:0) handelt. Der mit einem
Stern versehene Peak bei m/z 1064,67 stellt eine unbekannte Substanz dar, die
offensichtlich mit Gb3Cer komigriert. Analog zu Abbildung 23B wurden in Abbildung
23D hauptsdchlich Gb3Cer-Spezies mit C24:1 bei m/z 1156,77 bzw. C24:0 bei
m/z 1158,79 detektiert. Sehr kleine Mengen an Gb3Cer (d18:1, C25:1/C25:0) wurden
durch Tonen bei m/z 1170,77 und m/z 1172,78 nachgewiesen.

Bei der Vermesseung der Gb4Cer-Spezies aus Pa-Tu-8902 wurden hauptsdchlich
Signale bei m/z 1249,71 fiir Gb4Cer-Spezies mit kurzer Fettsdurekette (Abbildung 23E)
und bei m/z 1359,81 und m/z 1361,82 fiir Spezies mit langer Fettsdurekette (Abbildung
23F) detektiert, die den Strukturen Gb4Cer (d18:1, C16:0) sowie Gb4Cer (d18:1, C24:1)
und Gb4Cer (d18:1, C24:0) zugeordnet wurden. Diese Spezies traten im Massenspektrum
auch als [M-H+2Na] -Ionen bei m/z 1271,70 (C16:0), m/z 1381,79 (C24:1) und m/z
1383,81 (C24:0) auf. Als Substanzen mit sehr geringer Hiufigkeit wurden auflerdem
Gb4Cer-Spezies mit C22:0, C23:0, C25:1 und C25:0 bei m/z 1133,80, m/z 1347,82,
m/z 1373,81 und m/z 1375,83 detektiert (Abbildung 23F).
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Abbildung 23: IR-MALDI-o-TOF Massenspektren der Stx2- und Antikorper-detektierten Gb3Cer-
und Gb4Cer-Spezies der Primédrtumor-Zelllinie Pa-Tu-8902. Nach diinnschichtchromatographischer
Trennung und Immundetektion wurden Massenspektren von (A und B) Stx2-detektierten Gb3Cer-Spezies,
(C und D) Anti-Gb3Cer Antikorper-detektierten Gb3Cer-Spezies und (E und F) Anti-Gb4Cer Antikorper-
detektierten Gb4Cer-Spezies generiert. Die linksseitigen Massenspektren wurden aus den unteren
immungefarbten Gb3Cer-/Gb4Cer-Banden erhalten, wihrend die rechtsseitigen Massenspektren aus den
oberen immungefarbten Gb3Cer-/Gb4Cer-Banden generiert wurden. Die Pfeilspitzen in den Overlay-
Assay-Ausschnitten zeigen an, welcher Bereich der immunpositiven Doppelbande mit dem Laser
beschossen wurde. Das mit einem Stern markierte Ionensignal (C) stellt eine unbekannte Substanz dar, die

offensichtlich mit Gb3Cer chromatographiert.
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Lebermetastasen

Der GSL-Extrakt von S2-007 wurde ebenfalls mittels IR-MALDI-o-TOF MS
untersucht. Stx2-detektiertes Gb3Cer der unteren immunpositiven Bande lieferte
ausschlieBlich Spezies (d18:1, C16:0) bei m/z 1046,67 (Abbildung 24A) und vorwiegend
Spezies (d18:1) mit C24:1- und C24:0-Fettsduren bei m/z 1156,76 und m/z 1158,77 in der
oberen immunpositiven Bande (Abbildung 24B). In der oberen Bande wurden als
Minoritdten noch Gb3Cer (d18:1, C21:0) bet m/z 1116,76, Gb3Cer (d18:1, C22:0) bei m/z
1130,75 und Gb3Cer (d18:1, C25:0) bei m/z 1172,76 detektiert. Die Anti-Gb3Cer
Antikorper-detektierten Gb3Cer-Spezies mit C16:0-Fettsduren (Abbildung 23D) wurden
in der unteren Bande sowohl als [M+Na] -Ionen bei m/z 1046,68 als auch als [M+K]'-
Ionen bei m/z 1062,64 nachgewiesen. Offensichtlich komigrierte aullerdem eine
unbekannte Substanz mit m/z 1064,65 (Abbildung 24C). In der oberen Bande wurden
neben den Ionensignalen bei m/z 1156,79 und m/z 1158,79, die den Gb3Cer-Varianten mit
C24:1- und C24:0-Fettsduren zugeordnet werden konnten, zwei weitere Signale bei m/z
1148,14 und m/z 1187,17 erhalten (Abbildung 24D). Hierbei handelt es sich ebenfalls um
unbekannte, mit Gb3Cer komigrierende Substanzen. Die massenspektrometrische
Charakterisierung von Antikorper-detektiertem Gb4Cer zeigte, dass in der unteren Bande
die Spezies mit C16:0-Fettsiure sowohl in Form von den [M+Na] -Ionen bei m/z 1249,73
als auch als [M-H+2Na] -lonen bei m/z 1271,73 auftrat (Abbildung 24E). AuBerdem
wurden zusitzlich unbekannte Ionensignale bei m/z 1254,75/1256,76 erhalten. In der
oberen immunpositiven Bande wurden die lonensignale bei m/z 1359,84 und m/z 1361,85
bzw. bei m/z 1381,82 und m/z 1383,82 den Gb4Cer-Spezies (d18:1, C24:1/C24:0) als
[M+Na]'- bzw. als [M-H+2Na] -Ionen zugeordnet. Weiterhin wurden bei m/z 1333,80,
m/z 1347,84, m/z 1373,83 und m/z 1375,82 die Gb4Cer-Spezies (d18:1) mit C22:0-,
(C23:0-, C25:1- und C25:0-Fettsduren detektiert (Abbildung 24F).
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Abbildung 24: IR-MALDI-o-TOF Massenspektren der Stx2- und Antikorper-detektierten Gb3Cer-
und Gb4Cer-Spezies der Lebermetastasen-Zelllinie S2-007. Nach diinnschichtchromatographischer
Trennung und Immundetektion wurden Massenspektren von (A und B) Stx2-detektierten Gb3Cer-Spezies,
(C und D) Anti-Gb3Cer Antikorper-detektierten Gb3Cer-Spezies und (E und F) Anti-Gb4Cer Antikorper-
detektierten Gb4Cer-Spezies generiert. Die linksseitigen Massenspektren wurden aus den unteren
immungefarbten Gb3Cer-/Gb4Cer-Banden erhalten, wihrend die rechtsseitigen Massenspektren aus den
oberen immungefarbten Gb3Cer-/Gb4Cer-Banden generiert wurden. Die Pfeilspitzen in den Overlay-
Assay-Ausschnitten zeigen an, welcher Bereich der immunpositiven Doppelbande mit dem Laser
beschossen wurde. Die mit einem Stern markierte lonensignale (C, D und E) stellt eine unbekannte

Substanz dar, die offensichtlich mit Gb3Cer chromatographiert.
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Aszites- und Lymphknotenmetastasen

Sowohl bei der massenspektrometrischen Untersuchung des Stx-vermittelten
(Abbildung 25A und B) als auch des Anti-Gb3Cer-Antikorper-vermittelten Ovelay-
Assays (Abbildung 25C und D) wurden in dem GSL-Extrakt aus Hs 766T ausschlieflich
Gb3Cer-Spezies mit C16:0 in der unteren Bande (Abbildung 25A und C) nachgewiesen.
In der oberen Bande wurde vorrangig Gb3Cer (d18:1, C24:1/ C24:0) und in geringerer
Intensitdt auch Gb3Cer mit C21:0-, C22:0-, C23:0-, C25:1- sowie C25:0-Fettsdure
detektiert (Abbildung 25B und D). Die in dem Hs 766T-Extrakt enthaltenen Gb4Cer-
Varianten (Abbildung 25E und F) enthielten mehrheitlich Fettsduren mit C16:0, C24:1
und C24:0, welche sowohl als [M-Na] -Ionen als auch als [M-H+2Na] -Ionen detektiert
werden konnten. AuBBerdem wurden mit geringen Signalintensitdten Gb4Cer-Spezies mit

C22:0-, C23:0-, C25:1- und C25:0-Fettsduren nachgewiesen.
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Abbildung 25: IR-MALDI-o-TOF Massenspektren der Stx2- und Antikorper-detektierten Gb3Cer-
und Gb4Cer-Spezies der Lymphknotenmetastasen-Zelllinie Hs 766T. Nach diinnschichtchromato-
graphischer Trennung und Immundetektion wurden Massenspektren von (A und B) Stx2-detektierten
Gb3Cer-Spezies, (C und D) Anti-Gb3Cer Antikorper-detektierten Gb3Cer-Spezies und (E und F) Anti-
Gb4Cer Antikdrper-detektierten Gb4Cer-Spezies generiert. Die linksseitigen Massenspektren wurden aus
den wunteren immungefirbten Gb3Cer-/Gb4Cer-Banden erhalten, wihrend die rechtsseitigen
Massenspektren aus den oberen immungefirbten Gb3Cer-/Gb4Cer-Banden generiert wurden. Die
Pfeilspitzen in den Overlay-Assay-Ausschnitten zeigen an, welcher Bereich der immunpositiven

Doppelbande mit dem Laser beschossen wurde.
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Die lonensignale der Gb3Cer-Spezies, die mit Hilfe der IR-MALDI-o-TOF MS
erhalten wurden, sind mit entsprechendem Strukturvorschlag in Tabelle 18 aufgelistet.
Tabelle 19 fasst die lonensignale der Gb4Cer-Varianten und die Strukturzuordnung
zusammen. Die in Fettdruck hervorgehobenen Signale stellen dabei die in den jeweiligen

Massenspektren dominierenden Spezies dar.

Tabelle 18: Strukturvorschlige fiir die mittels IR-MALDI-o-TOF MS erhaltenen Gb3Cer-

Ionensignale.

Fettsaure von

Gh3Cer @18:1) Pa-Tu-8902 $2-007 Hs 766T
C16:0 1046,68 1046,68 1046,68
C21:0 1116,73 1116,78 1116,75
C22:0 1130,72 1130,75 1130,78
C23:0 1144,75 n. d.* 1144,77
C24:1 1156,77 1156,79 1156,80
C24:0 1158,79 1158,79 1158,81
C25:1 1170,77 n. d.* 1170,80
C25:0 1172,78 1172,76 117281

*n. d. = nicht detektiert

Tabelle 19: Strukturvorschléige fiir die mittels IR-MALDI-o-TOF MS erhaltenen Gb4Cer-

Ionensignale.

Fettsaure von

GbdCer (d18:1) Pa-Tu-8902 S2-007 Hs 766T
C16:0 1249,71 1249,73 1249,78
C22:0 1333,80 1333,80 1333,88
C23:0 1347,82 1347,84 1347,90
C24:1 1359,81 1359,84 1359,89
C24:0 1361,82 1361,85 1361,90
C25:1 1373,81 1373,83 137391

C25:0 1375,83 1375,85 1375,93
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Bei den mittels IR-MALDI-o-TOF MS erhaltenen Ergebnissen handelt es sich jedoch
nur um Strukturvorschldge, da keine sicheren Aussagen iiber die Zusammensetzung des
Ceramidteils und die exakte Zuckersequenz des Oligosaccharids gemacht werden konnen.
Deshalb sollen die Strukturvorschlidge detailliert mit Hilfe der bei der nanoESI-Q-TOF

MS durchfiihrbaren CID-Experimenten verifiziert werden.

4.4.2 Strukturaufklirung von Globotriaosyl- und
Globotetraosylceramid mittels nanoESI-Q-TOF MS

Zur vollstindigen Strukturaufkldrung der verschiedenen Gb3Cer- und Gb4Cer-
Spezies wurde die nanoESI-Q-TOF MS mit anschlieBenden CID-Experimenten
durchgefiihrt. Die GSL aus humanen Pankreaskarzinomzelllinien wurden mittels HPTLC
aufgetrennt, immunchemisch detektiert und die Doppel- bzw. Dreifachbanden (siche
Kapitel 4.2.3) aus dem Kieselgel extrahiert. Durch die erhaltenen MS'-Spektren konnte
die Diversitit der Gb3Cer- und Gb4Cer-Varianten jeweils in einem Ubersichtsspektrum
dargestellt werden. Die anschlieBenden CID-Experimente von selektierten [M+Na]'-
Vorlduferionen ermoglichten die vollstidndige strukturelle Charakterisierung der Gb3Cer-
und Gb4Cer-Spezies hinsichtlich der Anzahl der Zucker, der Zuckersequenz sowie des
Sphingosins und der Fettsdure des Ceramids. Fiir die Zelllinien aus Primértumoren
werden exemplarisch Massenspektren der Zelllinie Pa-Tu-8902 gezeigt, fiir die aus
Lebermetastasen abgeleiteten Zelllinien werden Massenspektren von S2-007 dargestellt
und als Reprdsentant der Zelllinien aus Lymphknotenmetastasen werden Hs 766T-

Massenspektren abgebildet (Storck et al., 2012).

Primdrtumoren

Abbildung 26A zeigt das MS'-Ubersichtsspektrum, welches von der immunpositiven
Gb3Cer-Doppelbande von Pa-Tu8902 generiert wurde. Das gepunktete Rechteck
umrahmt den Bereich der HPTLC-Platte, aus dem die immunpositive Doppelbande
extrahiert wurde. Das Ubersichtsspektrum zeigt als Hauptkomponenten Gb3Cer-Spezies

korrespondierend zu einfach natriumkationisierten [M+Na] -Ionen von Gb3Cer (d18:1,
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C16:0) bei m/z 1046,69, Gb3Cer (d18:1, C24:0) bei m/z 1158,84, Gb3Cer (d18:1, C24:1)
bei m/z 1156,82 und Gb3Cer (d18:1, C22:0) bei m/z 1130,80. In geringerem Mal3e werden
auch Gb3Cer-Spezies bei m/z 1062,69 (d18:1, C16:0-OH), m/z 1074,71 (d18:1, C18:0),
m/z 1116,77 (d18:1, C21:0), m/z 1144,83 (d18:1, C23:0), m/z 1172,84 (d18:1, C25:0) und
m/z 1186,85 (d18:1, C26:0) detektiert. Die vorgeschlagenen Strukturen wurden im
Folgenden mit Hilfe von CID-Experimenten bestitigt. In Abbildung 26B wird
exemplarisch das CID-Spektrum der [M+Na] -Ionen mit m/z 1130,94, die tentativ der
Gb3Cer (d18:1, C22:0) zugeordnet wurden, zusammen mit dem exemplarischen
Fragmentierungsschema von Gb3Cer (d18:1, C22:0) (Abbildung 26C) gezeigt. Die
Benennung der Fragmentionen folgt der Nomenklatur von Domon und Costello (Domon
& Costello, 1988). Die Fragmente der Y-lonenserie, welche Gb3Cer-lonen nach dem
sukzessiven Verlust der drei Hexosen darstellt, wurde vollstindig bei m/z 986,86 (Y;), m/z
806,78 (Y;) und m/z 644,73 (Y,) detektiert. Des Weiteren wurden sidmtliche
Fragmentionen der B-Serie als B; bei m/z 185,08, B, bei m/z 347,17 und B; bei m/z
509,22, die den Ionen der Hexosen ohne reduzierendes Ende entsprechen, und die Ionen
der C-Serie, die die Ionen der Hexosen mit reduzierendem Ende repriasentieren, als C; bei
m/z 203,09, C, bei m/z 365,17 und C; bei m/z 527,25 nachgewiesen. In geringem Malle
wurden auch das 0’2A2- Ion bei m/z 305,14 und das 0’2A3-Ion bei m/z 467,21 erhalten,
welche aus Ringspaltungen innerhalb des Oligosaccharids hervorgehen. Zusitzlich
konnten Zg-Ionen bei m/z 626,70 detektiert werden, die die Ionen des Ceramids
darstellen.

Das MS'-Ubersichtsspektrum, welches von der immunpositiven Gb4Cer-
Doppelbandes aus der Zelllinie Pa-Tu-8902 erhalten wurde, ist in Abbildung 26D
dargestellt. Analog zu den detektierten Gb3Cer-Spezies wurden als Hautptkomponenten
Gb4Cer (d18:1)-Spezies mit C16:0- und C24:1/C24:1-Fettsduren bei m/z 1249,78 und m/z
1359,88/1361,88 detektiert. lonen mit geringerer Signalstirke wurden Gb4Cer (d18:1,
C16:0-OH), Gb4Cer (d18:1, C22:0), Gb4Cer (d18:1, C23:0), Gb4Cer (d18:1, C25:0) und
Gb4Cer (d18:1, C26:0) bei m/z 1265,80, m/z 1333,85, m/z 1347,87, m/z 1375,88 und m/z
1389,90 zugeordnet. Das beispielhaft gezeigte CID-Spektrum von Gb4Cer (d18:1, C24:0)
mit m/z 1360,05 und das Fragmentierungsschema von Gb4Cer (d18:1, C16:0) sind in
Abbildung 26E und F dargestellt. Es wurden wie im Falle der Gb3Cer-Varianten die

vollstandigen Serien der Y- und B-Ionen detektiert. Weiterhin wurden einige C-Ionen und
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Abbildung 26: nanoESI-Q-TOF Massenspektren von immundetektierten Gb3Cer- und Gb4Cer-
Spezies der Primértumor-Zelllinie Pa-Tu-8902 und Fragmentierungsschemata. Die gepunkteten
Rechtecke markieren die immunpositiven Doppelbanden auf der HPTLC-Platte, die abgekratzt und aus der
die GSL extrahiert wurden. Die Pfeile weisen auf die GSL-Spezies, dessen Vorlduferionen fiir die CID-
Messung  selektiert wurden. (A) MS'-Spektrum der Gb3Cer-Doppelbande und Ausschnitt  des
entsprechenden Anti-Gb3Cer Overlay-Assays. (B) CID-Spektrum von Gb3Cer-Spezies (d18:1, C22:0) bei
m/z 1130,94. (C) Struktur und beispielhaftes Fragmentierungsschema von Gb3Cer (d18:1, C16:0). (D) MS'-
Spektrum der Gb4Cer-Doppelbande und Ausschnitt des entsprechenden Anti-Gb4Cer Overlay-Assays. (E)
CID-Spektrum von Gb4Cer (d18:1, C24:1) bei m/z 1360,05. (F) Struktur und beispielhaftes
Fragmentierungsschema von Gb4Cer (d18:1, C16:0).
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Fragmentionen, die durch molekiilinterne Spaltungen entstanden sind und im CID-
Spektrum mit Sternen markiert wurden, generiert. Die Fragmentierung, die die
Abspaltung des HexNAc-Molekiils am nichtreduzierenden Ende beweist, wurde durch die
Y;-lonen bei m/z 1156,93 und B;-lonen bei m/z 226,11 nachgewiesen. Darauf folgte die
sequenzielle Abspaltung der drei Hexosen von den Y;-lonen bis hin zu den Y,-lonen bei
m/z 670,71, wihrend die zu dem Trisaccharid korrespondierenden B;-lonen bei m/z

226,11 5 sequenziell bis hin zu den B4-lonen bei m/z 712,3 verlangert wurden.

Lebermetastasen

Die MS'-Ubersichtsspektren und ausgewdhlte CID-Spektren fir Gb3Cer (d18:1,
C24:0) und Gb4Cer (d18:1, C16:0) der Lebermetastasen-Zelllinie S2-007 sind in
Abbildung 27 dargestellt. Die im MS'-Modus bei m/z 1046,75 und m/z 1158,90
detektierten dominanten Gb3Cer-Spezies (Abbildung 27A) besitzen eine C16:0- bzw.
C24:0-Fettsdaure, wahrend Spezies mit C22:0 bei m/z 1130,86 und C24:1 bei m/z 1156,89
nur als Nebenkomponenten vorliegen. Weitere Peaks mit geringer Intensitdt bei m/z
1144,90 und m/z 1172,90 wurden tentativ Gb3Cer-Varianten mit den ungradzahligen
Fettsduren C23:0 und C25:0 zugeordnet. Die strukturelle Charakterisierung von Gb3Cer
(d18:1, C24:0) ist in Abbildung 27B exemplarisch gezeigt. Der sequenzielle Verlust dreier
Hexosen ergibt sich aus der Y-lonenserie bei m/z 996,88 (Y,), m/z 834,82 (Y;) und
m/z 627,73 (Yy). Die zur Y-Serie komplementiren B- und C-lonen sowie einige interne

Fragmentionen, die durch Ringspaltungen entstanden, wurden eindeutig nachgewiesen.

Im Ubersichtsspektrum der Gb4Cer-Varianten wurden erneut hauptsichlich Spezies
mit C16:0- bzw. C24:0-Fettsdure nachgewiesen (Abbildung 27C). Ferner konnten
Gb4Cer-Spezies mit den Fettsdurenkettenlingen C21:0 bei m/z 1319,94, C22:0 bei
m/z 1333,98, C23:0 bei m/z 1348,00 und C25:0 bei m/z 1376,01 als Minorititen detektiert
werden. Das CID-Spektrum von Gb4Cer (d18:1, C16:0) mit m/z 1249,87 in Abbildung
27D bestidtigte diesen Strukturvorschlag. Die stirksten Signalintensititen entsprachen den
vollstindigen Y- und B-lonenserien, wiahrend zusitzlich einige Z- und C-lonen sowie
interne Fragmentionen, welche im Spektrum mit einem Stern markiert wurden, in

geringerer Intensitit auftraten.
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Abbildung 27: nanoESI-Q-TOF Massenspektren von immundetektierten Gb3Cer- und Gb4Cer-

Spezies der Lebermetastasen-Zelllinie S2-007. Die gepunkteten Rechtecke markieren die immunpositiven

Doppelbanden auf der HPTLC-Platte, die abgekratzt und aus der die GSL extrahiert wurden. Die Pfeile

weisen auf die GSL-Spezies, dessen Vorliuferionen fiir die CID-Messung selektiert wurden. (A) MS'-

Spektrum der Gb3Cer-Doppelbande und Ausschnitt des entsprechenden Anti-Gb3Cer Overlay-Assays. (B)
CID-Spektrum von Gb3Cer-Spezies (d18:1, C24:0) bei m/z 1158,94. (C) MS'—Spektrum der Gb4Cer-
Doppelbande und Ausschnitt des entsprechenden Anti-Gb4Cer Overlay-Assays. (D) CID-Spektrum von

Gb4Cer (d18:1, C16:0) bei m/z 1249,87.
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Aszites- und Lymphknotenmetastasen

Bei der Strukturanalyse der Gb3Cer-Varianten der Lymphknotenmetastasen-Zelllinie
Hs 766T (Abbildung 28A) wurde ein vergleichbares Spektrum zu dem der
Lebermetastasen-Zelllinie S2-007 (Abbildung 27A) mit den vorwiegend auftretenden
Spezies mit C24:0-, C16:0- bzw. C22:0-Fettsdure generiert. Zusitzlich wurde mit
geringerer Signalintensitdt Gb3Cer (d18:1, C23:0), Gb3Cer (d18:1, C24:1) und Gb3Cer
(d18:1, C25:0) detektiert. Obwohl die Gb3Cer-Spezies mit C25:0-Fettsdure bei m/z
1172,90 nur eine Minoritdt darstellte, konnte bei den anschlieBenden CID-Experimenten
diese Struktur durch die Detektion von allen Ionen der B-, C- und Y-Serie sowie einigen
Z- und A-lonen zweifelsfrei nachgewiesen werden (Abbildung 28B). Die Ergebnisse
demonstrieren die Leistungsfdhigkeit dieser Methode fiir die Strukturaufkldrung von
GSL, da selbst nur in Spuren auftretende GSL-Spezies eindeutig nach ihrem m/z-
Verhiltnis isoliert und durch CID-Experimente im Detail charakterisiert werden konnten.

Das MS'-Spektrum der Gb4Cer-Spezies aus Hs 766T-Zellen (Abbildung 28C) zeigte
nahezu identische Ionensignale wie das Spektrum von S2-007 (Lebermetastasen-
Zelllinie) (Abbildung 27C). Als Hauptkomponenten wurden Gb4Cer-Spezies mit C24:0-,
C22:0- und C16:0-Fettsduren detektiert. Das CID-Spektrum von Gb4Cer (d18:1, C24:0)
in Abbildung 28D weist alle Ionen der B- und Y-Serie sowie einige relevante Ionen der

C- und Z-Serien auf und bestitigt die postulierte Struktur.

Bei dem Vergleich der beiden massenspektrometrischen Verfahren zeigte sich, dass
mittels nanoESI-Q-TOF MS GSL-Spezies nachgewiesen wurden, die mittels IR-MALDI-
0-TOF MS nicht detektiert werden konnten. Dabei handelte es sich um Gb3Cer (d18:1,
C18:0) und Gb3Cer (d18:1, C16:0-OH) sowie Gb4Cer (d18:1, C16:0-OH) und Gb4Cer
(d18:1, C26:0) (siche Tabelle 18 und Tabelle 19). Dagegen konnten mit Hilfe der
nanoESI-Q-TOF MS keine GSL-Spezies mit C25:1-Fettsdure nachgewiesen werden.
Vermutlich lag dies daran, dass in der Gesamtmischung aller immunpositiven GSL-
Varianten das relativ schwache lonensignal im Vergleich zu den dominanten Signalen der
anderen Spezies zu gering ausfiel, so dass es vom ,,Hintergrundrauschen* nicht mehr zu
unterscheiden war. Im Vergleich dazu lagen nach HPTLC-Trennung die GSL-Varianten

(d18:1, C25:1) in der oberen Bande ,,h6her konzentriert™ vor und wurden daher mittels
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IR-MALDI-0-TOF MS noch erfasst. Die mittels IR-MALDI-o-TOF MS detektierten
GSL-Varianten und postulierten Strukturvorschlidge (sieche Tabelle 18 und Tabelle 19)
konnten alle mit Hilfe der nanoESI-Q-TOF MS bestitigt bzw. detailliert verifiziert

werden.
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Abbildung 28: nanoESI-Q-TOF Massenspektren von immundetektierten Gb3Cer- und Gb4Cer-
Spezies der Lymphknotenmetastasen-Zelllinie Hs 766T. Die gepunkteten Rechtecke markieren die
immunpositiven Doppelbanden auf der HPTLC-Platte, die abgekratzt und aus der die GSL extrahiert
wurden. Die Pfeile weisen auf die GSL-Spezies, dessen Vorlduferionen fiir die CID-Messung selektiert
wurden. (A) MS'-Spektrum der Gb3Cer-Doppelbande und Ausschnitt des entsprechenden Anti-Gb3Cer
Overlay-Assays. (B) CID-Spektrum von Gb3Cer-Spezies (d18:1, C25:0) bei m/z 117298. (C) MS'-
Spektrum der Gb4Cer-Doppelbande und Ausschnitt des entsprechenden Anti-Gb4Cer Overlay-Assays. (D)
CID-Spektrum von Gb4Cer (d18:1, C24:0) bei m/z 1362,10.
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4.5 Phospholipidbestimmung aus Gesamtlipidextrakten

humaner Pankreaskarzinomzelllinien

Um die in den Pankreaskarzinomzelllinien enthaltenen Phospholipide zu
charakterisieren, wurden die Gesamtlipidextrakte mittels HPTLC chromatographiert, die
Phospholipide mittels Molybdinblaufarbung detektiert und durch Vergleich mit der
Phospholipid-Referenzmischung (Tabelle 8) identifiziert. Die dadurch gewonnen
vorldufigen Indizien zu der Verteilung von Lipiden in Zellmembranen sollten

anschlieBend mittels TOF-SIMS eingehender untersucht werden.

—CL
—PG

Abbildung 29: Nachweis von Phospholipiden im Gesamtlipidextrakt der Zelllinien Pa-Tu-8902,
PANC-1 und Hs 766T. Aliquots entsprechend 5 x10 ° Pa-Tu-8902- bzw. 1 x 10° PANC-1- und Hs 766T-
Zellen wurden auf die HPTLC-Platte aufgetragen und diinnschichtchromatographisch getrennt. Als
Phospholipid-Referenz  wurde eine Mischung aus Cardiolipin (CL), Phosphatidylglycerol (PG),
Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidsdure (PA), Phosphatidylcholin (PC) und Sphingomyelin (SM)

eingesetzt.

Abbildung 29 zeigt den Molybdinblaunachweis von Phospholipiden aus den
Zelllinien Pa-Tu-8902, PANC-1 und Hs 766T. Diese Zelllinien wurden exemplarisch
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ausgewdhlt, da sie besonders gut an den bei der TOF-SIMS eingesetzten wafern
adhirierten. Alle Zelllinien wiesen eine sehr dhnliche Phospholipidzusammensetzung auf.
Durch Vergleich mit der Referenzmischung wurde Phosphatidylcholin (PC) als
Hauptkomponente in allen drei Zelllinien identifiziert. Des Weiteren konnte ein dhnlicher
Gehalt an Phosphatidylethanolamin (PE) in allen Zelllinien festgestellt werden. In
geringerer Menge konnten ferner die Phospholipide Sphingomyelin (SM),
Phosphatidsdure (PA) und Cardiolipin (CL) identifiziert werden; jedoch wurde kein
Phosphatidylglycerol (PG) nachgewiesen. Lyso-Phosphatidylethanolamin (Lyso-PE)
wurde nur in den Zelllinien PANC-1 und Hs 766T detektiert. Auerdem waren in allen
Zelllinien drei Banden erkennbar, die keinem der Standardphospholipide der
Referenzmischung zugeordnet werden konnten. Die unbekannten Phospholipide
chromatographierten unterhalb von PE, PA bzw. SM. Vermutlich handelt es sich dabei um
Lipoformen von Phospholipiden mit ungewo6hnlichen Fettsduren, die nicht Bestandteile
der Phospholipid-Referenzmischung waren. Die Phospholipid-Referenzmischung besteht
aus einzelnen Phospholipiden, die aus verschiedenen Organen des Rindes und aus Eigelb
stammen (sieche Kapitel 8.2) und daher vollig andere Lipoformen aufweisen konnen als
die Phospholipide aus den Zelllinien humanen Ursprungs.

Die prozentuale Verteilung der identifizierten bzw. zuordnungsfahigen Phospholipide
in den Lipidextrakten der Zelllinien wurde densitometrisch bestimmt und ist in Tabelle 20
aufgefiihrt. Die densitometrisch bestimmten Peakintegrale aller Phospholipide
einschlieBlich der unbekannten Phospholipide wurden aufsummiert und gleich 100 %
gesetzt, so dass die Summe der quantifizierten bekannten Phospholipide erheblich

<100 % ist.
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Tabelle 20: Prozentuale Anteile der identifizierten Phospholipide aus Gesamtlipidextrakten humaner

Pankreaskarzinomzelllinien.

Phospholipid Pa-Tu-8902 [%] PANC-1 [%] Hs 766T [%]
Cardiolipin 10,7 10,6 13,2
Phosphatidylglycerol n. d.* n. d.* n. d.*
Phosphatidylethanolamin 26,5 15,3 11,5
Phosphatidséure 7,4 8,7 6.4
Lyso-Phosphatidylethanolamin n. d.* 5,1 10,5
Phosphatidylcholin 38,0 40,7 37,8
Sphingomyelin 1,1 5,6 4,3

*n. d. = nicht detektiert

Um eine hohe laterale Auflosung bei den anschlieBenden TOF-SIMS-
Untersuchungen zu erhalten, bedarf es einer auf die jeweiligen Zelllinien individuell
optimierter Probenpriparation, beispielsweise hinsichtlich der Waschlosung, der GroBe
der spacer und der Konzentration der spacer-Losung. Da fiir die Primartumor-Zelllinie
PANC-1 die beste Probenpréiparation erzielt wurde, werden im Folgenden die Ergebnisse

der Experimente mit dieser Zelllinie dargelegt.

4.6 Untersuchung der Phosphatidylcholin- und
Sphingomyelinverteilung mittels TOF-SIMS

Die Pankreaskarzinomzelllinie PANC-1 wurde exemplarisch mittels TOF-SIMS
hinsichtlich der Verteilung von Cholin-Gruppen untersucht (siche Abbildung 29 und
Tabelle 20). Hierzu wurden die Zelllinie zunichst auf Silizium wafern kultiviert. Die
wafer wurden mit 150 mM Ammoniumacetatldsung gewaschen, mit goldbeschichteten
wafern gedeckelt und in fliissigem Propan schockgefroren. Durch die Gefrierbruchtechnik
wurden die Plasmamembranen der Zellen ,,auseinander gerissen®, wobei die apikale Seite
der Membran auf den goldbeschichteten wafern, die Zellreste mit der zytosolischen Seite

der Plasmamembran auf den Silizium wafern verblieben. Die Komponenten der apikalen
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Seite wurden mit einem Bis -Primérionenstrahl ionisiert und mit einem TOF-Instrument
entsprechend ihrer m/z-Verhiltnisse getrennt und detektiert. Im Massenspektrum wurde
das Cholin (mit einer Phosphat-Gruppe) als [M+H] -Ion bei m/z=184,1 detektiert,
welches als indirekter Nachweis von Phosphatidylcholin (PC) und theoretisch auch von
Sphingomyelin (SM) dient. Dabei kann davon ausgegangen werden, dass detektiertes
Cholin von PC stammt und nur zu vernachlissigbar kleinen Anteilen von SM abgeleitet
werden kann, da PC das dominante Phospholipid in PANC-1-Zellen darstellt (siche
Abbildung 29 und Tabelle 20).

pm 0 20 40 60

Abbildung 30: Ion imaging der apikalen Seite der Plasmamembran von PANC-1-Zellen. Die farbliche
Visualisierung der Cholin-Phosphat-Kopfgruppen von Phosphatidylcholin (und eventuell partiell von
Sphingomyelin) (m/z = 184,1; [M+H]") wurde auf Fettsiurereste normiert, wobei eine helleres Farbsignal

einer hoheren Analytkonzentration entspricht. Die weilen Pfeile markieren Cholin-arme Membranregionen.

Abbildung 30 zeigt das mit Hilfe der TOF-SIMS generierte ion imaging der apikalen
Plasmamembranseite von PANC-1-Zellen. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass der
Primérionenstrahl auf die ,Innenseite“ der apikalen Seite, also praktisch auf den
hydrophoben Bereich der Membran, gelenkt wurde. Das image zeigt die abgerissene

apikale Schicht einer Zellmembran. Der dunkle Spalt zwischen dem relativ runden roten
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Bereich und dem lénglichen Areal stellt wahrscheinlich einen Riss in der apikalen
Plasmamembranseite dar, der bei der Probenpréparation entstanden ist. Die hellroten bis
gelben Bereiche innerhalb der Membran lassen erkennen, dass die Kopfgruppen von PC
iiber einen grofen Teil der Zelloberfliche verteilt nachgewiesen werden konnten. Dies
kongruiert mit dem mittels HPTLC bestimmten hohen Gehalt an PC in PANC-1-Zellen
(siche Abbildung 29 und Tabelle 20). Es gibt jedoch auch Regionen, in denen Cholin in
signifikant niedrigerer Intensitit gemessen wurde und die als dunklere Areale in den
Ionenverteilungsbildern erschienen. Diese Regionen werden in Abbildung 30 mit weilen
Pfeilen gekennzeichnet und sind ungefdhr 1 pm groB. Dies ldsst darauf schlieen, dass PC
nicht homogen {iiber die gesamte Zelloberfliche verteilt vorliegt, sondern in einigen
Bereichen konzentrierter auftritt und dort akkumuliert und in anderen Domédnen nur

geringe Mengen an PC bzw. gar keine Cholin-haltigen Phospholipide vertreten sind.

Bislang konnen relativ grole Molekiile wie GSL mittels TOF-SIMS nicht intakt
ionisiert werden. Jedoch konnen iiber den SIMS-Nachweis der Cholin-Gruppe von
Phosphatidylcholin deren Membranverteilung aufgrund der effizienten Ionisierung des

Cholins untersucht werden.
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5. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde eine umfassende und systematische Studie zur
zytotoxischen Wirkung von Stx2 auf humane Zelllinien unter Einbeziechung des Stx-
Rezeptor-Gehalts und den molekularen Strukturen der Stx-Rezeptoren durchgefiihrt. Es
galt zu klédren, inwiefern ein Zusammenhang zwischen dem Rezeptor-Gehalt bzw. dem

Vorkommen bestimmter Rezeptor-Lipoformen und einer erhdhten Stx2-Zytotoxizitét

besteht.
5.1 Sensitivitaiten humaner Pankreaskarzinomzelllinien
gegeniiber Stx2

In der vorliegenden  Arbeit  wurden 15  verschiedene = humane
Pankreaskarzinomzelllinien hinsichtlich ihrer Sensitivititen gegeniiber Stx2 untersucht.
Sechs Zelllinien entstammten Primédrtumoren, fiinf Zelllinien wurden aus
Lebermetastasen isoliert und jeweils zwei Zelllinien wurden aus Aszites- und
Lymphknotenmetastasen etabliert. Die 15 Pankreaskarzinomzelllinien wiesen eine starke
Varianz hinsichtlich ihrer Sensitivititen gegeniiber Stx2 auf. Die zellschidigende
Wirkung von Stx2 reichte von extrem hohen Sensitivititen mit CDsy-Werten im pg/ml-
Bereich iiber eine relative Stx2-Unempfindlichkeit mit CDsp-Werten im pg/ml-Bereich
bis hin zur faktischen Resistenz, da bei einigen Zelllinien die Viabilitdt nicht unter 50 %
sank und somit kein CDsp-Wert bestimmt werden konnte. Dabei konnte kein
Zusammenhang zwischen dem Tumorgewebe (Primdrtumor versus Metastasen und deren

Zielgewebe) oder dem Differenzierungsgrad und der Stx2-Sensitivitdt festgestellt werden.

Am sensitivsten reagierte die Aszitesmetastasen-Zelllinie AsPC-1 auf Stx2. Bereits
bei der niedrigsten eingesetzten Stx2-Konzentration von 0,1 pg/ml lag nur noch eine
Viabilitdt um die 50 % im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen vor, wobei jedoch
kein eindeutiger CDso-Wert bestimmt werden konnte. Der niedrigste CDso-Wert mit
9,4 x 10" pg/ml wurde bei der Lebermetastasen-Zelllinie Pa-Tu-8988T ermittelt. Diese
Sensitivitdt ist durchaus mit der Stx2-Sensitivitdit von den eigentlichen priméren

Zielzellen von Stx, den glomeruldren mikrovaskuldren Endothelzellen (engl.: glomerular
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microvascular endothelial cells, GMVECs), vergleichbar. Fiir GMVECs wurde ein CDsy-
Wert von 3,7 x 10™! pg/ml bestimmt (Betz et al., 2012). Auch die Priméartumor-Zelllinie
Pa-Tu-8902 zeigt mit einem CDso-Wert von 9,7 x 10° pg/ml eine dhnlich hohe Sensitivitit
gegeniiber Stx2. Der zytotoxischen Effekt von Stx2 auf das Gehirngewebe wurde mit
Hilfe von humanen mikrovaskuldren Gehirn-Endothelzellen (engl.: human brain
microvascular endothelial cells, HBMECs) untersucht, bei denen der CDsy-Wert fiir eine
Stx2-Konzentration von 3,8 x 10° pg/ml bestimmt wurde (Betz et al., 2012). Verozellen
(Nierenepithelzelllinie der Griinen Meerkatze) wurden eingehend hinsichtlich ihrer
Sensitivitdt gegeniiber Stx untersucht, da Stx aus EHEC aufgrund ihrer zytotoxischen
Wirkung auf Verozellen entdeckt und zunichst Vero Toxine genannt wurden (Karmali,
1989). Der CDsp-Wert von Verozellen wurde fiir eine Stx2-Konzentration von
7,2 x 10" pg/ml ermittelt werden (Bauwens et al., 2010). Eine vergleichbare Sensitivitit
weisen SU.86.86-Zellen (CDso-Wert von 9,4 x 10! pg/ml) auf, wihrend sich die CDs,-
Werte der Zelllinien BxPC-3 und MIA PaCa-2 mit 4,5 x 10° pg/ml bzw. 6,8 x 10° pg/ml
in einem &dhnlichen Konzentrationsbereich bewegen wie der CDsp-Wert von
2,6 x 10° pg/ml der makrovaskulidren Zelllinie EA.hy 926 (Fusion aus der humanen
Lungenkarzinomzelllinie A549 und humanen Nabelschnurendothelzellen) (Bauwens et

al., 2010).

5.2 Stx-Rezeptoren und Glykosyltransferasen in humanen

Pankreaskarzinomzelllinien

5.2.1 Gb3Cer-Gehalt und Expression der al,4-Galaktosyltransferase

Mit Hilfe der RT-PCR wurde in allen Pankreaskarzinomzelllinien die Expression der
Glykosyltransferase al,4-GalT nachgewiesen. Diese katalysiert den Transfer einer
Galaktose auf das Laktosylceramid und ermdéglicht so die Biosynthese von Gb3Cer. Um
eine Aussage iiber die relative Expressionsstirke der al,4-GalT in einzelnen Zelllinien
treffen zu konnen, wurden jeweils identische RNA-Mengen eingesetzt. Die RT-PCR liel3

die hochste al,4-GalT-Expression in der Lebermetastasen-Zelllinie SU.86.86 erkennen,
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wihrend die niedrigste Expression bei MIA PaCa-2, einem Primédrtumorabkémmling,
bestimmt wurde.

Mittels HPTLC, Immundetektion und anschlieBender densitometrischer
Quantifizierung wurde der hochste Gb3Cer-Gehalt in der Aszitesmetastasen-Zelllinie
AsPC-1 nachgewiesen. Der geringste Gb3Cer-Gehalt wurde bei der Lebermetastasen-
Zelllinie S2-028 detektiert. Der Vergleich der al,4-GalT-Expression und des Gb3Cer-
Gehalts lieB schon ,,nach Augenschein® erkennen, dass eine hohe al,4-GalT-Expression
nicht zwingend einen hohen Gb3Cer-Gehalt bedingt. Es muss beriicksichtigt werden, dass
die Biosynthese von Gb3Cer einen komplexen Vorgang darstellt, an dem zahlreiche
Enzyme beteiligt sind. Die de novo Biosynthese von GSL beginnt mit der Synthese des
Ceramids am ER durch die Serin-Palmitoyltransferase, die 3-Ketosphinganinreduktase
und die Sphinganin-N-Acyltransferase. AnschlieBend wird entweder ein Galaktose- oder
ein Glukosemolekiil durch entsprechende Synthasen an das Ceramid gebunden. Im Fall
der Gb3Cer-Synthese erfolgt nun die sequenzielle Ubertragung von zwei Galaktose-
molekiilen, zunichst in B1,4-Verkniipfung durch die B1,4-GalT und anschlieBend in al,4-
Verkniipfung durch ol,4-GalT (sieche Abbildung 3) (Sandhoff & Kolter, 2003).
Demzufolge kann trotz hoher Genexpression bei Verlusten der Funktion bzw. Aktivitat
einer dieser Glykosyltransferasen oder einem Mangel an essentiellen Komponenten, wie
z. B. an aktivierten Monosacchariden oder an Vorlduferstrukturen (GlcCer und/oder

Lc2Cer), kein bzw. nur geringfligig Gb3Cer synthetisiert werden.

5.2.2 Gb4Cer-Gehalt und Expression der §1,3-N-Acetylgalaktosaminyl-

transferase

Die B1,3-GalNAcT-Expression wurde mittels RT-PCR, mit Ausnahme der
Priméirtumor-Zelllinie MIA PaCa-2, in allen Panreaskarzinomzelllinien nachgewiesen.
Hierbei konnte die stidrkste Expression bei PANC-1 (Primdrtumor), die schwéchste bei
MPanc-96 (Lymphknotenmetastase) festgestellt werden. Der hochste Gb4Cer-Gehalt
wurde dagegen in der Lebermetastasen-Zelllinie Pa-Tu-8988T detektiert, wahrend sowohl
in HPAF-II-Zellen (Aszitesmetastase) als auch in MIA PaCa-2-Zellen gar kein Gb4Cer
nachgewiesen werden konnte. Zwar ist die 1,3-GalNAcT-Expression in HPAF-II relativ

schwach, aber dennoch eindeutig nachweisbar (siche Abbildung 16). Fir EA.hy 926-
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Zellen wurde gezeigt, dass bei geringer oder fehlender B1,3-GalNAcT-Expression kein
Gb4Cer synthetisiert werden und dadurch Gb3Cer akkumulieren kann (Schweppe et al.,
2008). Jedoch konnte bei den untersuchten Pankreaskarzinomzelllinien, analog zu dem
Vergleich von al,4-GalT-Expression und Gb3Cer-Gehalt, kein Zusammenhang zwischen

B1,3-GalNAcT-Expression und Gb4Cer-Gehalt beobachtet werden.

Unter Berticksichtigung der Ergebnisse der Zytotoxizitdts-Assays wurde deutlich,
dass keine Korrelation zwischen dem Gehalt an Stx-Rezeptoren und der Sensitivitdt der
Pankreaskarzinomzelllinien gegeniiber Stx2 besteht. Stx2 hatte beispielsweise den
zweithochsten zytotoxischen Effekt mit einem CDsp-Wert von 0,94 pg/ml auf die
Lebermetastasen-Zelllinie PaTu-8988T, wohingegen sich PANC-1-Zellen
(Primédrtumorabkdmmling) als resistent erwiesen (Tabelle 13). Allerdings wurde in
Pa-Tu-8988T-Zellen nur ein relativ geringer Gehalt an Stx-Rezeptoren festgestellt,
wiéhrend die Zelllinie PANC-1 einen hoheren GSL-Gehalt aufwies (Tabelle 16) (Storck et
al., 2012). Offensichtlich ist ein hoher Rezeptor-Gehalt allein nicht ausschlaggebend fiir
eine Zellschdadigung. Es wurde postuliert, dass einige Zellen dazu in der Lage sind, Stx
entweder zu den Lysosomen zu transportieren und dort zu degradieren oder diese wieder
ausschleusen konnen (Sandvig & Van Deurs, 1996). Somit stellt sich die Frage, welche

der Pankreaskarzinomzelllinien eventuell {iber derartige Mechanismen verfiigen.

Auch die Lokalisation in der Zellmembran kann sich auf die Zytotoxizitidt von Stx2
auf humane Zellen auswirken. In der Literatur finden sich zahlreiche Hinweise auf die
Organisation von GSL-Rezeptoren in /ipid rafts, die die Zytotoxizitdt von Stx beeinflusst.
Zur vollen Entfaltung der Zytotoxizitdt von Stx miissen GSL offenbar in Form von
Clustern vorliegen, die eine hohe Bindungsaffinitit gewdhrleisten, einen effizienten
retrograden Transport nach Bindung an den Rezeptor und so die Inhibition der
Proteinbiosynthese ermdglichen (Sandvig et al., 1992; Jacewicz et al., 1994; Sandvig &
van Deurs, 1994). Dass die Anreicherung des zelluldren Rezeptors Gb3Cer in [lipid rafis
in der Tat die Voraussetzung fiir eine effektive Bindung, den anschlieBenden
intrazelluldren retrograden Transport von Stx und dessen Zytotoxizitit darstellt, konnte
von Falguiéres et al. (2001) fiir HeLa-Zellen und von Smith et al. (2006) fiir Vero Zellen

gezeigt werden.
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Neben GSL akkumuliert auch Cholesterol in [lipid rafts, welches lipid raft-
assoziiertes Gb3Cer maskieren und so die Rezeptorerkennung durch das Stx einschridnken
bzw. verhindern kann (Mahfoud et al., 2010). Allerdings liegt Gb3Cer nicht in allen
Zellen lipid raft-assoziiert vor. In GMVECs, den wesentlichen Zielzellen fiir Stx in der
Niere, liegen die Stx-Rezeptoren nicht mit Mikrodoménen assoziiert vor und zeigen
dennoch eine extrem hohe Sensitivitit gegeniiber Stx2 (Betz et al, 2012).
Nichtsdestotrotz konnte die Lokalisation von Stx-Rezeptoren durch Isolierung von
Mikrodoménen als DRMs (engl.: detergent-resistant membranes) in dem Kollektiv der 15
Pankreaskarzinomzelllinien, /ipid raft-assoziiert oder nicht /ipid raft-assoziiert, zukiinftig
fiir ein genaueres Verstidndnis der Stx-Rezeptor-Wechselwirkung und der zytotoxischen

Wirkung von Stx beitragen.

5.2.3 Funktionalitit von verschiedenen Gb3Cer- und Gb4Cer-

Lipoformen

Fir die detaillierte strukturelle Analyse von Stx-Rezeptoren hat sich die
Massenspektrometrie als das am besten geeignete Verfahren erwiesen. Mit Hilfe der
direkten Kopplung von HPTLC und IR-MALDI-o-TOF MS kann die Komposition der
verschiedenen GSL-Spezies nachgewiesen werden. Dabei kann eine hohe Sensitivitit bis
zu einem Nanogramm erzielt werden (Distler et al, 2008), da eine vorherige
Probenpréparation entfillt, die den Verlust von Probenmaterial bedeuten wiirde (Meisen
et al., 2004, 2005). Bei optimierter Extraktion von GSL aus dem Kieselgel eignet sich
auch die nanoESI-Q-TOF MS zu der Identifizierung der in Pankreaskarzinomzelllinien
enthaltenen GSL-Spezies. AnschlieBende CID-Experimente dienen der exakten
Strukturbestimmung der Oligosaccharid- und der Ceramidkomponenten.

Die Hauptkomponenten der Stx-Rezeptoren in den untersuchten Pankreaskarzinom-
zelllinien stellten die Gb3Cer- bzw. Gb4Cer-Spezies mit C16:0-, oder C24:1/24:0-
Fettsduren dar. Als Nebenkomponenten wurden GSL-Spezies mit C22:0-Fettsduren
detektiert sowie nur geringfligig auftretende Komponenten mit C23:0- und C25:0-
Fettsduren. Gb3Cer-Varianten mit C18:0-Fettsdure waren ausschlieflich mittels nanoESI-

Q-TOF MS nachweisbar.
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Bei dem Vergleich beider Methoden ist zu beachten, dass die Pridsenz des
Ionensignals m/z 1062,63 unterschiedlichen Gb3Cer-Spezies zugeordnet werden kann.
Bei der IR-MALDI-o-TOF MS wird dieses Signal eher dem [M+K] -Ion von Gb3Cer
(d18:1, C16:0) zugewiesen, da mit dem Laser spezifisch die untere Bande der Spezies mit
C16-Fettsdure ionisiert wird. Dagegen wird fiir die Analyse mit Hilfe der nanoESI-Q-
TOF MS die gesamte immungefirbte Region von der HPTLC-Platte extrahiert und
untersucht, so dass die Gb3Cer-Spezies mit hydroxylierter Fettsdure (Gb3Cer (d18:1,
C16:0-OH)) zusammen mit den anderen Varianten analysiert und als Natriumaddukt bei
m/z 1062,63 detektiert werden konnten. Es wurde beobachtet, dass eine Hydroxylierung
in der Fettsdure des Ceramids von Gb3Cer die Bindungsaffinitdt von Stx erhéhen kann
(Binnington et al., 2002; Bergan et al., 2012). Doch vermeintliche Hydroxylierungen
ergeben nicht automatisch auch eine hohe Stx-Zytotoxizitit, wie die vorliegenden
Ergebnisse verdeutlichen. Gb3Cer-Spezies, die auf Hydroxylierungen schlieen lassen,
wurden vor allem in den Zelllinien HPAF-II, AsPC-1, Capan-1, BxPC-3 und MPanc-96
nachgewiesen. Davon zeigten jedoch nur Zellen von BxPC-3 einen konstanten Verlust in
ihrer Vitalitdt, wiahrend Stx kaum eine Wirkung auf die Vitalitit der Zelllinien HPAF-II
und MPanc-96 zeigte. Die Vitalitit von Capan-1-Zellen nahm erst bei relativ hohen Stx2-
Konzentrationen ab und der Einfluss von Stx2 auf Zellen von AsPC-1 ist duBert schwer
zu beurteilen, da bereits bei der geringsten applizierten Stx2-Konzentration eine Vitalitét
von ~50% im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen vorlag und dieser Wert
weitestgehend konstant blieb (Storck et al., 2012). Diese unterschiedlichen Reaktionen
von Zelllinien mit (vermutlich) hydroxylierten Gb3Cer-Spezies erlauben keine eindeutige
Aussage iiber eine verstirkende Wirkung von Stx bzw. eine Bekréftigung dieser Theorie

(Binnington et al., 2002).

Neben den bereits genannten Faktoren, die sich auf die zytotoxische Wirkung von
Stx auswirken, konnten auch die verschiedenen Gb3Cer-Lipoformen involviert sein. Stx
weisen variierende Bindungsaffinititen zu unterschiedlichen Lipoformen auf (Kiarash et
al., 1994), allerdings wurde gezeigt, dass die Bindungsaffinitit ebenfalls durch die
Prisentation von unterschiedlichen Gb3Cer-Spezies erhoht wird (Pellizzari et al., 1992).
Die untersuchten Karzinomzelllinien des Pankreas’ lieBen eine gewisse Diversitdt an

enthaltenen Gb3Cer-Spezies erkennen, jedoch konnte kein Zusammenhang zwischen dem
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Gehalt einer bestimmten Gb3Cer-Spezies und einer erhdhten Stx2-Zytotoxizitét
festgestellt werden.

Anhand von Astrozytom-Zelllinien und der Hep-2-Zelllinie wurde weiterhin
postuliert, dass Rezeptoren mit kurzkettiger, vorwiegend C16-Fettsdure im Ceramid mit
einem effizienten retrograden Transport assoziiert sein sollen (Arab & Lingwood, 1998;
Raa et al.,, 2009). Die vorliegenden Ergebnisse der Zytotoxizitdts-Assays und der
strukturellen Rezeptorcharakterisierung mittels Massenspektrometrie weisen jedoch
darauf hin, dass das Vorkommen der Gb3Cer-Spezies (d18:1, C16:0) allein nicht fiir die
Sensitivitidt einer Zelllinie verantwortlich ist. Die Zelllinie HPAF-II konnte diese
Hypothese bestitigen, da sie nur im geringen Mafle Gb3Cer-Spezies mit C16-Fettsduren
exprimiert und nur bei hohen Stx-Konzentrationen ihre Vitalitit einbiiit. Auch die
Zelllinien Pa-Tu-8988T und SU.86.86 konnten diese Hypothese aufgrund des hohen
Gehalts an kurzkettigen Fettsduren in den Gb3Cer-Molekiilen bei gleichzeitiger extremer
Sensitivitdt gegeniiber Stx2 bekriftigen. Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass
Zelllinien wie S2-007 und S2-028 trotz hoher Mengen an Gb3Cer-Spezies (d18:1, C16:0)
ebenfalls als relativ widerstandsfahig gegeniiber Stx2 erwiesen. Dagegen wurde bei
einigen Zelllinien, wie beispielsweise Hs 766T, trotz hoher Anteile an Gb3Cer-
Rezeptoren mit langkettiger Fettsdure (~ 62 %) eine starke Stx2-bedingte Zytotoxizitét
beobachtet (Storck et al., 2012).

Als weitere mogliche Erkliarung fiir die Resistenz einiger Zelllinien gegeniiber Stx2
kann angefiihrt werden, dass das internalisierte Stx wéhrend des retrograden Transports
auch zu den Lysosomen gelangen und dort degradiert werden kann (Sandvig et al., 1992).
Dieser Vorgang scheint wiederum von der retrograden Sortierung von Gb3Cer-
gebundenem Stx und so von der Fettsdurenldnge der Gb3Cer-Molekiile abhidngig zu sein
(Bergan et al., 2012), was es zukiinftig fiir Pankreaskarzinomzelllinien zu untersuchen

gilt.

Neueste Untersuchungen berichten auBlerdem, dass Stx nicht allein {liber das
B-Pentamer Gb3Cer-vermittelt an die Zelle gebunden werden, sondern auch eine gewisse
Bindungsaffinitit {iber die A-Untereinheit an TLR4 (engl.: toll-like receptor 4) aufweisen
(Torgersen et al., 2011; Brigotti, 2012). TLR werden ebenfalls auf der Zelloberflache
exponiert und sind bei der Erkennung von PAMPs (engl.: pathogen associated molecular

patterns) von Bedeutung. So erkennt TLR4 beispielsweise das LPS (Lipopolysaccharid)
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von Pathogenen, wodurch eine Immunantwort ausgeldst wird (Poltorak, 1998). Es gilt
weiterhin zu kldren, inwieweit diese Bindungsart Einfluss auf den retrograden Transport
nimmt und in welchem AusmalBl TLR4 von den Pankreaskarzinomzelllinien exprimiert

wird.

Ein Zusammenhang zwischen den verschiedenen Gb3Cer-Lipoformen und der Stx-
Sensitivitdt ist dabei in humanen duktalen Adenokarzinomen des Pankreas® nicht
erkennbar. Das Vorkommen einer bestimmten Gb3Cer-Spezies konnte keiner speziellen
physiologischen/biologischen Funktion in Bezug auf die Stx2-bedingte Zytotoxizitét
zugeordnet werden. Somit liegt die Vermutung nahe, dass ein komplexes Zusammenspiel
verschiedener physiologischer Bedingungen in der Zelle fiir die Stx-vermittelte
Zytotoxizitdt vorliegt, welches bisher nur in Ansédtzen verstanden ist. Weiterfiihrende

Untersuchungen sind notwendig, um diese molekularen Mechanismen aufzudecken.

5.3 Statistische Analyse

Mit Hilfe des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman wurde mathematisch
iberpriift, ob ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Sensitivitit humaner
Zelllinien gegeniiber Stx2, der Expression der die Synthese der Stx-Rezeptoren
katalysierenden Glykosyltransferasen und dem Rezeptor-Gehalt besteht. Fiir die 15
Zelllinien ist bei Testung auf dem Signifikanzniveau von a = 0,005 der kritische Wert von
s =0,654. Die Ergebnisse konnten mathematische belegen, dass keine Korrelation
zwischen der Stx2-Sensitivitidt der Zelllinien und deren Gb3Cer-Gehalten (rs=0,201)
besteht und somit weitere, bislang unbekannte Faktoren einen Einfluss auf den
zytotoxischen Effekt von Stx2 haben miissen. Auch bei dem Vergleich der Gb3Cer-
Gehalte und der Expression der Gb3Cer-Synthase ol,4-GalT (rs=0,139) und der
Gb4Cer-Gehalte und der Gb4Cer-Synthase B1,3-GalNAcT (r;=0,521) konnte keine
Korrelation festgestellt werden. Das Gleiche gilt fiir den Vergleich der jeweiligen Gehalte
an Gb3Cer und Gb4Cer (rs = 0,096) und der al,4-GalT- und B1,3-GalNAcT-Expression
(rs=10,164). Auch der CDso-Wert und die al,4-GalT (r; = 0,229) bzw. die f1,3-GalNAcT

(rs = 0,358) zeigen keine Korrelation.
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Interassanterweise wurde mit einem Korrelationskoeffizienten von ry= 0,682 ein
signifikanter Zusammenhang zwischen den CDso-Werten als Mal} fiir die Sensitivitdt und
dem Gb4Cer-Gehalt ermittelt. Da es sich bei Gb4Cer jedoch lediglich um den
niedrigaffinen Rezeptor von Stx2 handelt, ist dieses Ergebnis wahrscheinlich fiir die

tatsidchliche Stx2-bedingte Zytotoxizitit von geringer Bedeutung.

5.4 Shiga Toxine als potentielle Tumor-Therapeutika

In zwei unabhiingigen Publikationen wurde bereits gezeigt, dass eine Uberexpression
von Gb3Cer bei 62 % (Distler et al., 2009) bzw. 78 % (Maak ef al., 2011) der humanen
adenokarzinoiden Pankreasgeweben im Vergleich zu gesundem Gewebe vorliegt, was auf
eine Assoziation dieses Markers mit neoplastischer Transformation in Pankreasgeweben
hindeutet. Bei der Untersuchung der Pankreaskarzinomzelllinien MIA PaCa-2 und
BxPC-3 wurde ebenso eine eindeutige Gb3Cer-Expression festgestellt, wobei ein hoherer
Gb3Cer-Gehalt in MIA PaCa-2 als in BxPC3 nachgewiesen wurde (Maak et al., 2011).
Diese Ergebnisse widersprechen den in dieser Dissertation vorgelegten Resultaten, da hier
ein hoherer Gb3Cer-Gehalt in BxPC-3 als in MIA PaCa-2 detektiert wurde. Diese
Diskrepanz kann auf verschiedene Ursachen zuriickzufiihren werden, die nicht weiter

erklart werden konnen.

Eine Gb3Cer-Uberexpression wurde auBerdem auch in anderen Tumorarten
nachgewiesen. In primdren humanen Ovarialtumoren und daraus hervorgegangenen
Metastasen wurde im Vergleich zu den simultan analysierten gesunden Ovarien ein
gesteigerter Gehalt an Gb3Cer beobachtet. Zudem wurde bei der Untersuchung von vier
unterschiedlichen Brustkrebszelllinien festgestellt, dass drei dieser Zelllinien, die keine
Sensitivitidt gegeniliber Stx zeigten, kein Gb3Cer enthielten, wihrend die verbliebene,
sensitive Zelllinie Gb3Cer-positiv war (Farkas-Himsley et al., 1995). Auch in humanen
Astrozytom- und Meningiomzelllinien wurden die Expression von Gb3Cer und die
Sensitivitdt gegeniiber Stx1 detektiert sowie die Schiddigung der Tumorvaskulatur
beschrieben (Arab et al., 1999). Ferner wurde im Mausmodell gezeigt, dass bei Stx1-

Zugabe in Astrozytomen Apoptose ausgelost wird, wodurch auf lange Sicht das
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Astrozytom eliminiert wurde und im Nacktmausmodell die Uberlebensrate bei
Meningiomen signifikant erhoht wurde (Arab et al., 1999; Salhia et al., 2002). Die
Uberexpression von Gb3Cer und Stxl-induzierte Apoptose trifft auch auf humane
Gliomzelllinien zu (Johansson et al., 2006). In (metastasierenden) Kolonkarzinomen
wurde ebenfalls eine hohe Gb3Cer-Expression detektiert (Kovbasnjuk et al., 2005; Distler
et al., 2009) und ein an StxB gebundener Reporter konnte spezifisch in das Tumorgewebe

transportiert werden (Falguicres et al., 2008).

Diese beachtliche Anzahl unabhiingiger Studien, die eine Gb3Cer-Uberexpression in
diversen neoplastischen Transformationen belegen, erlauben die ernsthafte Erwdgung, Stx
oder die StxB-Untereinheit zukiinftig fiir neuartige onkologische Applikationen nutzbar
zu machen (Johannes & Romer, 2010; Engedal et al., 2011; Bergan et al., 2012).
Weiterhin konnte auch die A-Untereinheit, die die N-Glykosidaseaktivitit besitzt, in der
Tumorbehandlung eingesetzt werden. In Zellkulturmodellen wurde gezeigt, dass ein
Fusionsprotein aus VEGF (engl.: vascular epithelial growth factor) und StxA bei hoher
Expression des VEGFR-2 (VEGF receptor 2) zytotoxisch auf humane
Pankreaskarzinomzelllinien (AsPC-1 und HPAF-II), nicht aber auf normale
Endothelzellen (HUVEC) wirkt (Hotz et al, 2010). Allerdings bedarf es weiterer
intensiver Funktionstests, bis effiziente und spezifische Stx-basierte Adjuvanzien
konstruiert und in klinischen Studien appliziert werden konnen, da bisher noch viele
einflussnehmende Faktoren und Wirkungsmechanismen des Stx nicht oder nur teilweise

aufgeklart sind.

Sollte die gezielte Anwendung von Stx als zytotoxisches Pharmazeutikum auch nicht
direkt realisiert werden konnen, so ist andernfalls der Einsatz von an StxB-gelabelten
Markermolekiilen fiir die Diagnostik von Gb3Cer-positiven Tumorzellen denkbar. In zwei
verschiedenen in vivo Untersuchungen in murinen Tumormodellen konnten Tumorzellen
mit Fluorochrom- bzw. Isotop-markiertem StxB gelabelt werden. Allerdings erfolgte die
Tumormarkierung nicht in ausreichender Spezifitit, weshalb eine Akkumulation der
Signale ebenso in anderen Geweben auftrat und so zu einem erheblichen
Hintergrundsignal fiihrte (Janssen et al., 2006; zitiert nach Viel et al., 2008; Bergan et al.,
2012). Es bedarf also weiterer Optimierungen, bis derartige Methoden fiir klinische
Behandlungen eingesetzt werden konnen. Dennoch ist vorstellbar, dass diese Ansitze

beispielsweise beim imaging Verwendung finden, um moglicherweise eine klare
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Abgrenzung von gesundem und neoplastischem Gewebe zu erzielen und so

Tumorgewebe chirurgisch distinkter entfernen zu koénnen.

5.5 TOF-SIMS imaging und lipid rafts

Das ion imaging mittels TOF-SIMS bietet ein hohes Potential fiir die Lokalisation
von Zelloberflichenstrukturen bekannter m/z-Verhéltnisse in Gewebeschnitten und
Zellkulturen. Allerdings erweist sich die Tatsache, dass sich ausschlieBlich Fragmentionen
in geniigend hoher Intensitdt detektieren lassen, als problematisch. Fiir eine hohe laterale
Auflosung der Ionenverteilungsbilder sind hohe Ionensignale unabdingbar. Spezifische
Signale konnen zwar beispielsweise eindeutig bestimmten funktionellen Gruppen
zugeordnet werden, aber die funktionellen Gruppen koénnen von unterschiedlichen
Membranmolekiilen abstammen. Aufgrund der polaren Eigenschaften von Cholin konnte
es mittels TOF-SIMS gut ionisiert werden und somit durch starke Ionensignale dessen
Verteilung in der apikalen Seite der Zellmembran mit hoher Ortsauflésung bestimmt
werden. Allerdings kann das detektierte Cholin in Abbildung 30 (siche Kapitel 4.6)
sowohl von PC als auch von SM abstammen. Da PC das dominierende Phospholipid in
der untersuchten Zelllinie PANC-1 darstellt (siche Abbildung 29), kann die Mehrheit der
Ionensignale diesem Molekiil zugeordnet werden. Dies zeigt, dass immer auch die
postulierten Molekiile im Gesamtkontext der Zelle untersucht werden sollten, um eine
Abschitzung dariiber machen zu kdnnen, zu welchen Anteilen die Fragmentionensignale
welchem Phospholipid zugeordnet werden konnen. Die auffilligen Areale der
Zellmembran, die weder PC noch SM aufweisen, ldsst Spielraum fiir viele Hypothesen,
z. B., ob in diesen Bereichen andere dominierende Molekiile das PC und das SM

verdrangen.

Neben ausstehenden Optimierungen hinsichtlich der Probenpréparation, wie z. B. der
Generierung von intakten apikalen Membranen, gilt es nun, die Verteilung auch anderer
Membrankomponenten, wie beispielsweise Cholesterol als Marker flir /ipid rafts, mittels
TOF-SIMS zu bestimmen. Zudem stellt der Nachweis von Verteilungsunterschieden von

GSL- oder SM-spezifischen Fragmentionen ein erstrebenswertes Ziel dar. Somit kdnnte
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massenspektrometrisch belegt werden, ob GSL und SM miteinander assoziiert vorliegen

und ob diese in Mikrodoménen akkumulieren.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Shiga Toxine (Stx) gehoren zur Familie der Ribosomen-inaktivierenden Proteine und
besitzen eine hohe Zytotoxizitit. Sie stellen die Hauptvirulenzfaktoren von
enterohdmorrhagischen Escherichia coli dar, welche blutige Durchfille, himorrhagische
Kolitis und, durch Schadigungen des Nieren- und cerebralen Gewebes, das himolytisch-
urdmische Syndrom (HUS) hervorrufen kénnen. Stx binden mit hoher Affinitdt an das
neutrale Glykosphingolipid (GSL) Globotriaosylceramid (Gb3Cer) und mit niedriger
Affinitdt an Globotetraosylceramid (Gb4Cer). Die Zytotoxizitit der Stx, resultierend aus
der Bindung, der anschlieenden Internalisierung iiber Endozytose und Hemmung der
Proteinbiosynthese, wird dabei mutmaBlich von dem Ausmal} des Gehalts an Rezeptoren

und dem Auftreten verschiedener Rezeptor-Isoformen beeinflusst.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden 15 Zelllinien, die sowohl aus Primirtumoren
als auch aus diversen Metastasen des humanen duktalen Adenokarzinoms des Pankreas’
entstammen, zunédchst hinsichtlich ihrer Sensitivitdt gegeniiber Stx2 anhand von
Zytotoxizitits-Assays untersucht. Sechs Zelllinien entstammten Primirtumoren, fiinf
Zelllinien waren Lebermetastasen und jeweils zwei Zelllinien stellten Aszites- bzw.
Lymphknotenmetastasen dar. Die Zytotoxizitdts-Assays ergaben, dass die 15
verschiedenen Pankreaskarzinomzelllinien eine unterschiedliche Sensitivitdt gegeniiber
der Stx2-vermittelten Zellschiddigung aufweisen. Diese reichte von einer extrem hohen
Sensitivitit bei der Zelllinie Pa-Tu-8988T mit einem CDsy-Wert von 0,94 pg/ml iiber eine
relativ hohe Widerstandsfahigkeit bei Capan-2 mit einem CDso-Wert von 5,8 ng/ml bis
hin zur faktischen Resistenz gegeniiber Stx2, da in einigen Féllen, z. B. bei S2-007-
Zellen, selbst bei der hochsten eingesetzten Stx2-Konzentration von 10 pg/ml kein CDsy-
Wert bestimmt werden konnte.

Mit Hilfe der Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) wurde
anschlieffend in allen 15 Pankreaskarzinomzelllinien die Expression der Gb3Cer-Synthase
al,4-Galaktosyltransferase (al,4-GalT) und, mit Ausnahme der Zelllinie MIA PaCa-2,
die der Gb4Cer-Synthase f1,3-N-Acetylgalaktosaminyltransferase (B1,3-GalNAcT)
nachgewiesen.

Nach Extraktion der GSL aus den Zellen sowie Trennung der neutralen GSL von den

Gangliosiden mittels Anionenaustauschchromatographie wurde der Gehalt an Gb3Cer
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und Gb4Cer aller 15 Zelllinien bestimmt. Durch Auftrennung der Fraktion der neutralen
GSL mittels Hochleistungsdiinnschichtchromatographie (HPTLC) und anschlieBender
Immundetektion, die mit Stx2 bzw. mit Gb3Cer- und Gb4Cer-spezifischen Antikoérpern
durchgefiihrt wurde, konnte grundsatzlich gezeigt werden, dass samtliche Zelllinien den
hochaffinen Stx-Rezeptor Gb3Cer und die Mehrheit der Zelllinien auch den
niedrigaffinen Stx-Rezeptor Gb4Cer synthetisieren. Dieser Befund stimmte, mit
Ausnahme der Zelllinie HPAF-II, mit den positiven Ergebnissen der
Transkriptionsanalysen hinsichtlich der Expression der al,4-GalT und der 1,3-GalNAcT
iiberein. Auffallig waren die immungeféarbten Doppelbanden-Muster beider GSL und die
erheblichen Variationen der Zelllinien beziglich ihres Gb3Cer- und Gb4Cer-Gehalts.

Durch die Anwendung der IR-MALDI-o-TOF Massenspektrometrie (MS) wurden
prilimindre Informationen {iiber die Strukturen der Stx-Rezeptoren erhalten. Als
Hauptkomponenten wurden Gb3Cer- und Gb4Cer-Varianten mit konstantem Sphingosin
(d18:1) sowie C16:0-, C24:1- oder C24:0-Fettsdure nachgewiesen, wobei Spezies mit
Cl6-Fettsdure in der unteren Bande und Spezies mit C24:1- oder C24:0-Fettsdure in der
oberen Bande migrierten. Als Minorititen wurden die GSL-Spezies mit C18:0-Fettsdure
in der unteren Bande und solche mit C21:0-, C22:0-, C23:0-, C25:1- oder C25:0-Fettsdure
in der oberen Bande detektiert.

Nachfolgende, mit Hilfe der nanoESI-Q-TOF MS durchgefiihrte detaillierte
Strukturaufkldarungen bestitigten die bei der IR-MALDI-o-TOF MS postulierten GSL-
Varianten, da durch CID-Experimente die fiir die Oligosaccharidstrukturen spezifischen
Fragmentionen-Serien nachgewiesen werden konnten. Selbst Minoritéten, beispielsweise
Gb3Cer (d18:1, C25:0), konnten mittels CID strukturell eindeutig identifiziert werden.

Eine Korrelation zwischen der Expression der Glykosyltransferasen bzw. dem GSL-
Gehalt in den einzelnen Zelllinien und deren Sensitivitdt gegeniiber Stx2 war nicht zu
erkennen. Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer bestimmten GSL-Spezies
und beispielsweise einer erhdhten zytotoxischen Wirkung von Stx2 auf die Zelllinien
bestand ebenfalls nicht. Es muss daher in zukiinftigen Arbeiten gekldrt werden, inwiefern
eine unterschiedliche Verteilung der GSL in Mikrodoménen (/ipid rafts) der
Plasmamembran oder divergierende intrazelluldre retrograde Transportrouten des Stx2
ursdchlich fiir die unterschiedlichen Sensitivititen verantwortlich sein konnten.

SchlieBlich wurden exemplarisch TOF-SIMS-Untersuchungen mit der Zelllinie
PANC-1 durchgefiihrt, um tliber den Nachweis der Cholin-Gruppe erste Hinweise auf die
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Verteilung von Phosphatidylcholin (PC) in Zellmembranen zu erhalten. HPTLC-
Untersuchungen zur Phospholipidzusammensetzung zeigten, dass PC das dominierende
Phospholipid darstellte. TOF-SIMS-Messungen ergaben, dass PC relativ homogen in der

Plasmamembran verteilt vorlag.

AbschlieBend ist festzuhalten, dass Gb3Cer eine vielversprechende Zielstruktur fiir
eine potentielle Adjuvanztherapie bei Pankreaskarzinomen darstellt. Pankreaskarzinom-
zelllinien konnten als Modelle eingesetzt werden, um die molekularen Mechanismen, die
einer Zellschiddigung durch Stx zugrunde liegen, aufzukldren und darauf aufbauend Stx-

basierte Tumortherapien zu entwickeln.
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8.1 Abkiirzungsverzeichnis

AK
AP

Arg

BCIP
BRCA2
BSA

Ca

CaCl,
CDsy

Cer
cDNA
CID

CL
CMF-PBS
Cys

Da

DPC4
DEAE-Sepharose
DMEM
DMSO
DNA

DRMs

Stx-Untereinheit (active)

Antikorper

Alkalische Phosphatase

Arginin

Stx-Untereinheit (binding)

Basenpaare
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-p-toluidinsalz
breast cancer, type 2

bovines Serumalbumin

Calcium

Calciumchlorid

cytotoxicity dose 50

Ceramid

complementary DNA

collision-induced dissociation
Cardiolipin

calcium- and magnesium- free phosphate buffered saline
Cystein

Dalton

deleted in pancreatic carcinoma, locus 4
Diethylaminoethyl-Sepharose
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

desoxyribonucleic acid

detergent-resistant membranes
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E. coli
EDTA
EHEC
ELISA
ER
Er:YAG
ESI
etal.
FBS
Fuc
Fuc-GM1
Gal

GalNAc

B1,3-GalNACT

al,4-GalT
Gb

Gb3Cer
Gb4Cer

GD2
GD3

GEM

Glc

Gg
Gg3Cer
GgdCer
GlcCer
GlcNAc
GM2
GMVECs

GPI

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
enterohdmorrhagische E. coli
enzyme linked immunosorbent assay
Endoplasmatisches Retikulum
Erbium:Y ttrium-Aluminium-Granat
Elektrospray lonisation

et alii (1at. fir ,,und andere*)

fetal bovine serum

Fukose

FucIl’Neu5AcGg4Cer

Galaktose

N-Acetyl-Galaktosamin

B1,3-N-Acetylgalaktosaminyltransferase

al,4-Galaktosyltransferase

Globoserie

Globotriaosylceramid

Globotetraosylceramid
IP(Neu5Ac),Gg3Cer
IP(Neu5Ac),Lc2Cer
glycolipid-enriched membrane

Glukose
Ganglioserie

Gangliotriaosylceramid

Gangliotetraosylceramid

Glukosylceramid

N-Acetyl-Glukosamin

IPNeu5AcGg3Cer

glomerular microvascular endothelial cells

Glykosylphosphatidylinositol
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GSL Glykosphingolipid

H Wasserstoff

HBMECs human brain microvascular endothelial cells

HCI Wasserstoffchlorid, Salzsdure

HPTLC high-performance thin layer chromatography
H,SO, Schwefelsdure

HUS hémolytisch-urdmisches Syndrom

H,04eion deionisiertes Wasser

IARC International Agency for Research on Cancer
Ig Immunglobulin

IR Infrarot

IR-MALDI-0-TOF MS  infrared-matrix-assisted laser desorption/ionization-orthogonal-time-

of-flight mass spectrometry

IUB International Union of Biochemistry
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
kDa Kilodalton

KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat

KOH Kaliumhydroxid

K-ras Kirsten rat sarcoma

LacCer/Lc2Cer Laktosylceramid

Le Laktoserie

Lc3Cer Laktotriaosylceramid

Lc4Cer Laktotetraosylceramid

LPS Lipopolysaccharid

m Masse

M Molekiil (bei Ionisation)

MALDI matrix-assisted laser desorption/ionization
Mg Magnesium

MgCl, Magnesiumchlorid

MHC Monohexaosylceramid
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MS

MTP

m/z

Na

NaCl
Na,HPO,
NaN;

NaOH

nanoESI-Q-TOF MS

n. b.

n. d.
NeuSAc
Neu5Ge
PAMPs
PanIN
PCR
PC
PDAC
PE

PG
P,0s

PS

tE

RIP

Iy

RNA
RT
RT-PCR

S. dysenteriae

Massenspektrometrie
Mikrotiterplatte
Masse-zu-Ladungsverhéltnis
Natrium

Natriumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumazid

Natriumhydroxid

nanoelectrospray ionization-quadrupol-time-of-flight mass

spectrometry

nicht bestimmt

nicht detektiert
5-N-Acetyl-Neuraminsdure
5-N-Glykolyl-Neuraminséure
pathogen associated molecular patterns
pancreatic intraepithelial neoplasia
polymerase chain reaction
Phosphatidylcholin

pancreatic ductal adenocarcinoma
Phosphatidylethanolamin
Phosphatidylglycerol
Diphosphorpentoxid
Phophatidsdure

relative Einheit

Ribosomen-inaktivierende Proteine

Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman

ribonucleic acid

Raumtemperatur

reverse transcriptase polymerase chain reaction

Shigella dysenteriae
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SDR Schraubdeckelrohrchen
SI Sekundérionen Ionisierung
SIMS secondary ion mass spectrometry
SM Sphingomyelin
STEC Shiga Toxin produzierende E. coli
Stx Shiga Toxin
Stx1 Shiga Toxin 1
Stx2 Shiga Toxin 2
TBE TRIS-Borat-EDTA
TLR4 toll-like receptor 4
TOF time of flight
UE Untereinheit
i. N. iiber Nacht
UpM Umdrehungen pro Minute
z Ladung
Zn Zink
ZnCl, Zinkchlorid
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8.2

Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie

Hersteller/Referenz

Accutase™

Ammoniumacetat

Antikorper Anti Gb3Cer, polyklonal aus der
Maus

Antikorper Anti Gb4Cer, polyklonal aus der
Maus

Antikdrper Anti-Huhn, IgY, polyklonal aus dem
Kaninchen, konjugiert mit alkalischer

Phosphatase
Antikorper Anti-Maus, IgG, polyklonal aus der

Ziege, konjugiert mit alkalischer Phosphatase
Antikdrper Anti-Stx2, monoklonal, VT135/6-B9
Agarose

Ameisensdure

Borsdure
BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-p-

toluidinsalz)

Bromphenolblaunatriumsalz

BSA (bovines Serumalbumin, Fraktion V)
CaCl, (Calciumchlorid)

Chloroform, destilliert
CMF-PBS (calcium-
Phosphatpuffer)

und magnesiumfreier

Cardiolipin (aus Rinderherz)

DEAE-Sepharose CL-6B
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Dulbecco’s  Modified  Eagle  Medium,

4,5 g/l Glucose ,ohne L-Glutamin

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Merck KGaA, Darmstadt
IM06/298-1

IM06/206

Jackson Immunoresearch Laboratories Inc.,

West Grove, USA

Jackson Immunoresearch Laboratories Inc.,

West Grove, USA

Sifin, Berlin

Carl Roth GmbH & CO.KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Carl Roth GmbH & CO.KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & CO.KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & CO.KG, Karlsruhe
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Merck KGaA, Darmstadt

BioWhittaker® Lonza, Verviers, Belgien
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

GE Healthcare, Miinchen
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
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Chemikalie

Hersteller/Referenz

100 bp DNA Ladder

EDTA (Ethylendiamintriessigsaure)
Ethanol, 70 %, vergéllt

Ethanol, 99,8 %. unvergéllt
Ethidiumbromid

Formaldehyd, 37 %

FBS (fotales, bovines Serum) Gold
L-Glutamin

Glycerin

Glycin

Grams Kristallviolett

n-Hexan

Isopropanol, 100 %

KCI (Kaliumchlorid)

KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat)
KOH (Kaliumhydoxid)

MgCl, (Magnesiumchlorid)
2-Mercaptoethanol

Methanol

Mikropartikel auf Polystyrolbasis
Molybdanpulver

MoO; (Molybdéan(VI)oxid)
Na,HPO, (Dinatriumhydrogenphosphat)
NaNj; (Natriumazid)

NaCl (Natriumchlorid)

Invitrogen, Carlsbad, USA

Merck KGaA, Darmstadt

Apotheke, Universitdtsklinikum Miinster
J.T. Baker, Philipsburg, USA

BioRad Laboratories, Miinchen

Merck KGaA, Darmstadt

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
BioWhittaker® Lonza, Verviers, Belgien
Carl Roth GmbH & CO.KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & CO.KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Merck KGaA, Darmstadt

Riedel-de Haén AG, Seelze

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Merck KGaA, Darmstadt
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Chemikalie

Hersteller/Referenz

NaOH (Natriumhydroxid)

Orecin (3,5-Dihydroxytoluol-Monohydrat)
Plexigum P 28 (Polyisobutylmethacrylat)
P,0;5 (Phosphorpentoxid)
Phosphatidsédure

Phosphatidylcholin (aus Rinderherz)
Phosphatidylethanolamin (aus Rinderhirn)
Phosphatidylglycerol (aus Eigelb)

HCI (Salzsiure)

H,S0, (Schwefelsdure)

Sphingomyelin (aus Rinderhirn)
Tris-Base

Triton X-100

Trypanblau

Tween 21

Xylencyanol

Zinkchlorid

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Ro6hm, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Carl Roth GmbH & CO.KG, Karlsruhe
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Unigema, Redcar, UK

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Carl Roth GmbH & CO.KG, Karlsruhe




8. ANHANG

139

8.3 Gerite

Geriit

Hersteller, Ort

Autoklav Varioklav E500
Analysenwaage CPA225D
CO,-Inkubator MCO-20 AIC
Chromatographiekammern
Cycler T-Personal combi
Densitometer CD60

E-BOX, Geldokumentationsgerét
Einfrierkammer ,,Mr Frosty*
ELISA Reader Opsys MR
Er:YAG Laser Bioscope
Geldokumentationsgerdt ChemiDoc™ XRS
Himozytometer

Heizblock Dri-Block DB-3
HPTLC Plate Heater
Kapillarenzieher

Kryotank

Kolbenhubpipette
Lichtmikroskop Axiovert 40 C
Linomat IV

Membranpumpe
Mehrkanalpipette Transferpette®-8
0-TOF Massenspektrometer
pH-Meter 766 Calimatic

Pipettierhilfe Pipetboy acu

H + P Labortechnik, Miinchen

Sartorius, Gottingen

Sanyo Electric Co., Ltd., Miinchen

CAMAG, Muttenz, Schweiz
Biometra, Gottingen

Desaga, Heidelberg

PEQLAB, Erlangen

Nalgene, Rochester, USA
Dynex, Berlin

BiOptics Laser Systems, Berlin
BioRad Laboratories, Miinchen
LO-Laboroptik, Friedrichsdorf
Techne, Staffordshire, UK
CAMAG, Muttenz, Schweiz
Hilgenberg, Malsfeld

Chart, Solingen

Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Jena

CAMAG, Muttenz, Schweiz

VWR International, West Chester, USA

Brand, Wertheim
MDS Sciex, Concord, Kanada

Knick, Berlin

IBS Integra Bioscience, Zizers, Schweiz
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Gerit

Hersteller, Ort

Quadrupol-Flugzeit Massenspektrometer
Reinraumwerkbank Mars 1800
Rotationsverdampfer Laborata 4001 efficient
TOF-SI Massenspektrometer
Trockenschrank

Ultraschallbad 5510

Vortex Genie 2

Waage MP-300
Wasseraufbereitungssystem Synergy UV
Wasserbad SWB 25

Zentrifuge MiniSpin plus

Zentrifuge Universal

Micromass/Waters, Manchester, UK
ScanLaf, Lynge, Ddnemark

Heidolph, Schwabach

Physikalisches Institut, WWU Miinster
Memmert, Schwabach

Branson, Dietzenbach

Bender & Hobein, Ziirich, Schweiz
Chyo, Japan

Millipore Corporation, Billerica, USA
Haake, Karlsruhe

Eppendorf, Hamburg

Hettich, Bach, Schweiz
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