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1 Einleitung

Die Schistosomiasis, welche auch als Bilharziose bezeichnet wird, ist nach der Malaria die
zweithaufigste parasitdre Erkrankung des Menschen weltweit. Die vorwiegend in den Tropen
und Subtropen vorkommende Krankheit wird durch Infektionen mit Trematoden der Gattung
Schistosoma verursacht, wobei die Spezies Schistosoma mansoni die héchste Pravalenz
aufweist. Der genannte Erreger besitzt dariber hinaus zoonotische Bedeutung, da er neben
dem Menschen auch Primaten und Nagetiere infizieren kann. Natirliche Infektionen von
Rindern sind ebenso beschrieben [1-5].

Infektionen mit S. mansoni weisen einen tUberwiegend chronischen Verlauf auf. Wahrend die
in den Mesenterialvenen des Wirtes parasitierenden adulten Wirmer kaum zur klinischen
Symptomatik beitragen, fihren schistosomale Eier, welche mit dem Blutstrom in verschiedene
Organe abgeschwemmt werden, zu Granulombildungen und fibrotischen Veranderungen der
betroffenen Gewebe. Trotz des permanenten und direkten Kontaktes zwischen
parasitierenden Wirmern und immunkompetenten Zellen sowie humoralen Abwehrmecha-
nismen des Wirtes ist dessen Immunsystem nicht in der Lage, eine vollstandige und
dauerhafte Elimination der Wurmburde zu erreichen. Infektionen mit Schistosomen kénnen
daher jahrzehntelang persistieren [6] - ein Phanomen, welches neben den immunpatho-
logischen Gesichtspunkten dieser Erkrankung dazu beitragt, dass dieser Parasit zentrales
Forschungsobjekt vieler Immunbiologen ist.

Die molekulare Mimikry reprasentiert einen wesentlichen und weit verbreiteten Mechanismus
zur Immunevasion von Pathogenen, welche durch Nachahmen wirtsdhnlicher bzw. -iden-
tischer Strukturen versuchen, der Immunantwort des Wirtes zu entgehen und somit den Status
der Immuntoleranz zu erreichen [7]. In diesem Zusammenhang rickte die Erkenntnis, dass
schistosomale Glykoproteine mit dem Lewis X-Trisaccharid (Le*; Gal(B1-4)[Fuc(a1-3)]GIcNAc;
Gal, Galactose; Fuc, Fucose; GIcNAc, N-Acetylglucosamin) ein wirtsidentisches Kohlenhydrat-
epitop exprimieren, Kohlenhydrate generell sowie Le* im Speziellen in den Fokus immun-
biologischer Forschungsansatze [8]. Mittlerweile belegen zahlreiche Untersuchungen in vitro
und in vivo, dass parasitare Glykokonjugate das Immunsystem des Wirtes in vielfaltiger Weise
modulieren kénnen, um somit optimale Bedingungen fiir eine chronische Persistenz des
Parasiten zu schaffen [9, 10]. Diesbeziiglich erméglichten Studien der letzten Jahre die
Identifikation beteiligter Rezeptoren sowie eine Ableitung definierter Struktur-Wirkungs-
beziehungen immunmodulierender Molekiile.

Lipide rangierten lange Zeit abseits des allgemeinen Forschungsinteresses. Wahrend
beispielsweise Glykosphingolipide (GSL) primar als struktureller Bestandteil biologischer

Membranen angesehen wurden, ist mittlerweile aus verschiedene Untersuchungen bekannt,
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dass diese Substanzklasse neben zahlreichen physiologischen Funktionen [11]
gleichermafRen immunmodulatorische Eigenschaften besitzt [12].

So ist beispielsweise aus in vitro Untersuchungen verschiedener Lebensstadien von
S. mansoni bekannt, dass komplexe GSL aus adulten Wirmern die Reifung dendritischer
Zellen sowie eine gesteigerte Produktion proinflammatorischer Zytokine induzieren kénnen.
Eine Koinkubation der in dieser Weise aktivierten dendritischen Zellen mit naiven T-Zellen
resultierte anschlie@end in der Auspragung einer Thl-dominierten Immunantwort [13]. In
entsprechenden Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Prdsenz fucosylierter
Kohlenhydratepitope strukturelle Voraussetzung fiur die Induktion der beschriebenen
Vorgénge durch komplexe GSL war. Die Identifikation beteiligter Rezeptoren flihrte schlieflich
zu der Annahme, dass die Kohlenhydratepitope Le* und LDN-F (GalNAc(B1-4)[Fuc(al-
3)]GIcNAc; GalNAc, N-Acetylgalactosamin) die biologische Aktivitat dieser GSL vermittelten.
Interessant war hierbei, dass komplexe GSL aus Cercarien, welche durch die vorherrschende
Prasenz des Le*-Epitops charakterisiert sind [14], die genannten immunmodulatorischen
Vorgange in diesen Untersuchungen nicht induzieren konnten [13]. Diese Beobachtung fihrte
daher zu der Annahme, dass stadienspezifische Unterschiede in der Ceramidstruktur
entsprechender GSL entscheidend an der biologischen Aktivitat bzw. Inaktivitdt von GSL
beteiligt sind.

Wahrend GSL aus Cercarien und Eiern bereits detailliert analysiert wurden [15], beschranken
sich Informationen zu komplexen GSL aus adulten Wirmern bislang tberwiegend auf eine
immunologisch-basierte Charakterisierung exprimierter Kohlenhydratepitope. Um jedoch
definierte Struktur-Wirkungsbeziehungen entsprechender Komponenten ableiten zu kdnnen,
sollten Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit einen mdglichst detaillierten Einblick in die
strukturelle Vielfalt von Kohlenhydrat-Komponenten sowie korrespondierenden Ceramid-
strukturen von GSL aus adulten Wirmern ermoéglichen und darlber hinaus stadien-
spezifische Unterschiede zu Le*-tragenden GSL aus Cercarien aufdecken.

Nicht zuletzt ist eine detaillierte Strukturaufklarung der GSL aus adulten Wilrmern
unverzichtbar fir weitere funktionelle Untersuchungen hinsichtlich ihres Anwendungs-
potentials im therapeutischen Bereich sowie im Rahmen von Immunprophylaxe und

Diagnostik der Schistosomiasis.



2 Literaturibersicht

Das folgende Kapitel gibt einen Uberblick tiber die gegenwartig aus der Literatur verfiigbaren
Informationen Uber biologische Eigenschaften von Erregern der Gattung Schistosoma sowie
Uber Pathogenese, Diagnose und Therapie einer Infektion mit S. mansoni. Dartber hinaus
sollen infektionsspezifische, immunologische Grundlagen erldutert und bislang beschriebene
Glykokonjugate verschiedener Lebensstadien von S. mansoni aufgefihrt werden, um
anschlieend deren immunmodulatorische Eigenschaften als Schnittpunkt beider

Themenkomplexe darzustellen.

2.1 Die Schistosomiasis

Die klinische Manifestation einer Infektion mit Erregern der Gattung Schistosoma wird als
Schistosomiasis bezeichnet. Im Gedenken an Theodor Bilharz, welcher 1851 erstmals die
Prasenz dieser Gattung durch die Entdeckung von S. haematobium im Rahmen einer Sektion
beweisen konnte, wird die Erkrankung heute auch noch weitverbreitet Bilharziose genannt
[16]. Die Schistosomiasis ist durch eine ausgesprochen hohe Morbiditat bei vergleichsweise
geringer Mortalitat gekennzeichnet: Mit Gber 200 Millionen infizierten Menschen reprasentiert
die Erkrankung nach der Malaria die zweithaufigste parasitare Erkrankung weltweit [16]. Nach
Schatzungen aus dem Jahr 2006 leben néherungsweise 779 Millionen Menschen unter
standigem Infektionsrisiko [17]. Wéahrend die Schistosomiasis Uberwiegend durch einen
chronischen Verlauf mit unspezifischer bzw. subklinischer Symptomatik gekennzeichnet ist,
sterben jedes Jahr schatzungsweise 280000 Menschen allein in Afrika siidlich der Sahara an

einer Infektion mit Schistosomen [18].

2.1.1 Erreger- und Wirtsspektrum

2.1.1.1 Erreger-Taxonomie

Schistosomen sind im Blutgefal3system von Vertebraten parasitierende Wirmer, welche im
Tierreich taxonomisch dem Stamm der Plathelminthen (Plattwirmer) zugeordnet werden. Die
Eingruppierung zur Unterklasse der Digenea in der Klasse der Trematoden (Saugwurmer)
spiegelt bereits den im Rahmen ihrer Entwicklung vorkommenden Generationswechsel wider,
welcher durch eine Abfolge von geschlechtlicher und ungeschlechtlicher Vermehrung
bestimmt wird. Innerhalb der Digenea nehmen Schistosomen eine biologische Sonderstellung
ein, da sie anders als die Ubrigen Mitglieder dieser Subklasse keine Zwitter, sondern
getrenntgeschlechtlich sind. Hierbei konnte gezeigt werden, dass gepaarte Mannchen und
Weibchen oft jahrelang in stabiler Paarung bleiben - ein Ph&nomen, das zur Bezeichnung

Parchenegel geflhrt hat.
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Die Familie der Schistosomatidae umfasst drei Subfamilien mit insgesamt 12 Gattungen.
Insgesamt funf dieser Gattungen sind als pathogen fir Saugetiere beschrieben. Spezies,
welche mit Infektionen des Menschen assoziiert sind, gehdren ausschlie3lich zur Gattung
Schistosoma [16, 19], die dariiber hinaus gleichermalRen veterinarmedizinisch relevante

Erreger umfasst.

2.1.1.2 Humanmedizinisch relevante Schistosomen

Unter den verschiedenen Schistosomen-Spezies sind im Wesentlichen S. mansoni,
S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum und S. mekongi an Infektionen des Menschen
beteiligt. Wahrend S. haematobium Verursacher der urogenitalen Schistosomiasis ist, sind alle
Ubrigen genannten Arten verantwortlich fir die Manifestation einer intestinalen
Schistosomiasis. Grundsatzlich kommen beim Menschen Infektionen mit veterindrmedizinisch
relevanten Schistosomen-Spezies aufgrund ihrer geringen zoonotischen Bedeutung nur zu
einem geringen Anteil vor [16]. Die in dieser Hinsicht besondere Stellung von S. japonicum
wird unter 2.1.1.3 dargestellt.

2.1.1.3 Veterinarmedizinisch relevante Schistosomen

Es sind mittlerweile 14 verschiedene Schistosomen-Arten beschrieben, welche Saugetiere
infizieren kénnen (fur eine detaillierte Darstellung siehe [19]). Besondere Bedeutung kommt
hierbei dem Errger S. japonicum zu, der neben dem Menschen zahlreiche domestizierte und
wilde Tiere infiziert, die somit ein wichtiges Reservoir flir Neu- und Reinfektionen bilden [20].
Veterinarmedizinisch bedeutsame Schistosomen sind in erster Linie pathogen fir Paarhufer
und besitzen in endemischen Gebieten der Tropen- und Subtropen durch den Befall von
Schafen, Ziegen und Rindern sozio-6konomische Bedeutung. Hierbei sind im Wesentlichen
die Spezies S. bovis, S. matthei und S. curassoni in Afrika sowie S. spindale, S.indicum,
S. nasale und S. japonicum in Asien zu nennen, wobei Infektionen mit S. bovis bis in den
Mittelmeerraum reichen [19, 21]. Mit Ausnahme von S. nasale verursachen Infektionen mit
den genannten Erregern eine intestinale Schistosomiasis. Bereits 1995 spekulierten De Bont
und Vercruysse basierend auf Untersuchungen zur Pravalenz der Schistosomiasis bei
Schafen, dass sich die Anzahl infizierter Schafe weltweit auf mindestens 165 Millionen
beziffert [21]. Ein Befall mit S. margrebowiei wird héaufig bei Antilopen in Zentralafrika
beobachtet [16].

Wasservogel infizierende Schistosomen sind je nach Art in Europa und Asien bzw. weltweit
verbreitet. In den entsprechenden Regionen sind Cercarien der Bilharziella- oder
Trichobilharzia-Arten besonders haufig an der Entstehung der sog. Badedermatits des

Menschen beteiligt, welche eine enziindliche Reaktionen der Haut als Antwort auf die kutane
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Penetration der infektiosen Larve darstellt [22].

2.1.2 Geographische Verbreitung

Unter allen parasitierenden Schistosomen zeigen Erreger der Gattung Schistosoma die grofite
geographische Verbreitung. Sie kommen endemisch in insgesamt 77 Landern vorwiegend in
den Tropen und Subtropen vor, wobei nach von der WHO (World Health Organization)
veroffentlichten Schatzungen 90% der schistosomen-infizierten Menschen in Afrika leben [1].
Unter den humanpathogenen Arten besitzt S. mansoni die héchste Pravalenz und kommt
endemisch in 54 Landern vor [2-4]. S. haematobium ist in Afrika und im mittleren Osten
verbreitet, wahrend S. mansoni dartber hinaus zusétzlich in den westlich gelegenen Gebieten
Sudamerikas weit verbreitet ist. Das Vorkommen von S.intercalatum ist auf die
Regenwaldgebiete Zentralafrikas beschrankt. S. japonicum kommt endemisch in China,
Indonesien und den Philippinen vor, wahrend S. mekongi in Gebieten Kambodschas und
Laos' verbreitet ist [1].

2.2 Schistosoma mansoni

2.2.1 Lebenszyklus und Entwicklung

Die Entwicklung des Parasiten erfolgt Gber mehrere Larvenstadien und schlief3t obligat einen
mollusken Zwischenwirt der Gattung Biomphalaria sowie den Wechsel von geschlechtlicher
und ungeschlechtlicher Vermehrung ein. Der komplexe Lebenszyklus ist in Abbildung 1
vereinfacht unter Angabe von Zwischen- und Endwirt sowie der wichtigsten Lebensstadien

dargestellt.

\ @ Endwirt; @ gepaarte, adulte Wirmer; @ embryo-

d niertes Ei; @ Miracidium; @ mollusker Zwischenwirt;

° @ Cercarie. Die Abbildung berlcksichtigt nicht die

{ realen GroRenverhaltnisse (modifiziert nach einer

2 (6) () Abbildung des Center for Desease Control and

. Prevention (CDC); (http://www.dpd.cdc.gov/DPDx/
HTML/ImageLibrary/Schistosomiasis_il.htm).

@ Abbildung 1 Lebenzyklus von S. mansoni
o

&
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Die adulten Wirmer parasitieren in den Mesenterialvenen ihres Wirtes, wo jedes gepaarte

Weibchen pro Tag ca. 100-300 embryonierte Eier produziert. Die gelegten Eier gelangen
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entweder nach Durchdringen der Darmwand in das Intestinallumen und werden anschlieRend
mit den Féazes freigesetzt, oder sie werden mit dem Blutstrom zur Pfortader transportiert und
von dort im gesamten Koérper verteilt. Die Entwicklungsdauer des ersten Larvenstadiums im Ei
dauert ungefahr sechs bis 16 Tage. Exogene Reize veranlassen das vollstandig entwickelte
Miracidium (Wimpernlarve) zum Schlupf, sobald das mit den Fazes freigesetzte Ei in Kontakt
mit StRwasser kommt. Das Miracidium lebt aphag, so dass die Lebensdauer dieser Larve auf
zehn bis 24 Stunden beschréankt ist. Eine SiBwasserschnecke der Gattung Biomphalaria
fungiert als mollusker Zwischenwirt, welcher durch kutane Penetration infiziert wird. Die
weitere Entwicklung im Zwischenwirt schliel3t die ungeschlechtliche Vermehrung lber Mutter-
und Tochtersporozysten ein. Nach einer Entwicklungszeit von vier bis finf Wochen schliipfen
die fur den Endwirt infektiosen Cercarien (Gabelschwanzlarven) perkutan, wobei Licht der
wichtigste Stimulus zum Schlupf darstellt. Der Lebenszyklus des Parasiten wird durch die
Infektion des Endwirtes beim Baden bzw. Tranken geschlossen. Hierbei durchdringen die
Cercarien unter Verlust des Schwanzes die Haut, wobei sie ihre Glykokalix abstreifen und
unter Umbildung des Teguments zu juvenilen Wirmern, den Schistosomula, transformieren.
Nach subkutaner Migration gelangen diese via venésem Kreislauf in Herz und Lunge und
werden anschlieRend Uber den arteriellen Kreislauf in die intrahepatischen Verzweigungen der
Pfortader transportiert. Nach Ausreifung zu adulten Wirmern und erfolgter Paarung wandern

die Wirmer in die Mesenterialvenen, wo die Eiproduktion und -ablage beginnt [16, 22].

2.2.2 Krankheitsbild

Die Infektion des Menschen mit Cercarien fihrt in seltenen Fallen zur Auspragung einer
Dermatitis, welche mit Papel- und Erythembildung einhergehen kann. Haufiger wird die sog.
Badedermatitis allerdings bei einer Infektion mit avidren Cercarien beobachtet (vgl. hierzu
2.1.1.3). Die vermehrt nach einer Erstinfektion auftretende akute Form der Schistosomiasis
wird nach einer Inkubationszeit von drei bis sieben Wochen beobachtet. Der Patient zeigt
hierbei unspezifische Symptome wie Fieber, Mattigkeit sowie Glieder- und Kopfschmerzen.
Abdominale Beschwerden manifestieren sich haufig in Nausea und Anorexie sowie Vomitus
und Diarrhoe. Die Beschwerden dauern im Mittel ungefahr acht Tage an, wobei vereinzelt
bereits in dieser Periode schistosomale Eier in den Fazes gefunden werden kénnen. Die
chronische Schistosomiasis geht nur bei schweren Infektionen mit einer ausgepragten
Symptomatik einher, wahrend die Erkrankung in der Giberwiegenden Anzahl der Falle nahezu
symptomfrei verlauft. Wahrend die in den Blutgefaf3en parasitierenden adulten Wirmer hierbei
nicht ursachlich an der Auspragung Kklinischer Symptome beteiligt sind, bestimmen
Uberwiegend die in die verschiedenen Organe abgeschwemmten Eier das klinische

Erscheinungsbild. Die im Gewebe lokalisierten Eier verursachen eine entziindliche Reaktion,
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in deren Verlauf der Korper im Zuge einer Th2-dominierten Immunantwort Granulome bildet.
Von diesen pathologischen Veranderungen ist die Leber besonders stark betroffen, wobei
durch fibrotische Veranderungen des Leber- und Milzparenchyms eine Hepatosplenomegalie
auftreten kann. Da sich Leberzellschadigungen tberwiegend im kompensatorischen Bereich
bewegen, verursachen die beschriebenen Leberverdnderungen allerdings nur in seltenen
Féllen eine klinische Symptomatik. Der entstehende portale Stau fihrt zu Ascites und
beglnstig gleichzeitig die Ausbildung einer sekundaren Splenomegalie. Dartiber hinaus kann
eine schwere Infektion mit S. mansoni in der chronischen Phase mit unspezifischen
Dysenterie-Symptomen einer intestinalen Schistosomiasis einhergehen, welche sich in
chronischem oder intermittierendem Durchfall, abdominalen Schmerzen sowie Anorexie und
Gewichtsverlust auf3ern kann. Granulomattse sowie fibrotische Veranderungen der Lunge,
deren Entstehung durch wandernde Schistosomula sowie abgeschwemmte Eier verursacht
wird, kénnen mit pulmonalem Lungenhochdruck sowie der Entstehung eines Cor pulmonale
und entsprechender klinischer Symptomatik einhergehen. Veranderungen der Nieren
(schistosomale Nephropathie) sowie des Zentralnervensystems (neurologische Schistoso-

miasis) und damit assoziierte klinische Erscheinungen treten nur vereinzelt auf [16, 23].

2.2.3 Diagnose

Das einfachste und schnellste Verfahren zur Diagnose einer Infektion mit S. mansoni ist der
direkte Nachweis schistosomaler Eier in den Fazes, wobei die Eier von S. mansoni durch ihre
charakteristische Form und den lateralen Stachel mikroskopisch leicht von Eiern der anderen
humanpathogenen Spezies zu unterscheiden sind (vgl. hierzu Abbildung 1). Die Sensitivitét
dieser Methode korreliert direkt mit der Wurmburde des infizierten Patienten und kann ggf.
durch eine mehrmalige Probenentnahme an unterschiedlichen Tagen erhoéht werden. Es muss
jedoch damit gerechnet werden, dass dieses Verfahren bei geringer Wurmbirde falsch-
negative Resultate liefert. In diesem Zusammenhang konnen Aufkonzentrierungsverfahren
wie Sedimentation oder Filtration die Sensitivitdt des Diagnoseverfahrens erhdhen, sind
jedoch nicht zum high-throughput-screening geeignet [24]. Im Gegensatz hierzu erméglichen
immunologische Diagnoseverfahren den Nachweis moderater Infektionen: ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay)-basierte Testverfahren, welche auf der Detektion der im Zuge
der Serokonversion gebildeten Antikbrper gegen Antigene der verschiedenen Lebensstadien
basieren, besitzen eine hohe Sensitivitat bei gleichzeitig guter Spezifitat. Alternativ gelingt der
Nachweis von Antikérpern gegen das zirkulierende, schistosomale Antigen CCA (circulating
cathodic antigen) auch durch Immunfluoreszenz unter Verwendung von histologischen
Schnitten adulter Wirmer [25]. Da Antikorper gegen schistosomale Antigene allerdings noch

lange nach einer kurativen Therapie im Serum nachweisbar sind, konnen die letztgenannten
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Testverfahren nicht zwischen einer akuten und zurlickliegenden Infektion unterscheiden und
eignen sich somit nur bei Patienten, welche zuvor nicht gegen die Schistosomiasis behandelt
worden sind. Im Gegensatz hierzu konnen ELISA-basierte Testverfahren, welche die
schistosomalen, zirkulierenden Glykokonjugate CCA und CAA (circulating anodic antigen)
(vgl. hierzu 2.3.2). im Serum und Urin infizierter Patienten detektieren, sowohl mit hoher
Spezifitdt und Sensitivitat eine akute Infektion nachweisen als auch den Erfolg einer kurativen
Behandlung zeitlich verfolgen [26-28]. In diesem Zusammenhang haben van Dam und
Mitarbeiter 2004 einen Schnelltest zum Nachweis von CCA im Urin in Form eines
Teststreifens entwickelt, der die Diagnose einer Infektion mit Schistosomen unter Feld-
bedingungen ermdglicht [29]. Neben den hier geschilderten direkten Diagnoseverfahren
erfordert eine Diagnosestellung lege artis dariiber hinaus eine ausfihrliche Anamnese sowie
die umfassende Berlcksichtigung der klinischen Symptomatik (vgl. hierzu 2.2.2) und weiterer

Befunde, auf die an dieser Stelle nicht detaillierter eingegangen werden soll.

2.2.4 Therapie

Praziquantel ist gegenwartig das Mittel der Wahl zur kurativen Behandlung einer Infektion mit
Schistosomen. Der Wirkstoff ist beispielsweise in Form der Praparate Cestox® oder Cisticid®
kommerziell erhdltlich. In Brasilien kam lange Zeit zur Behandlung einer Infektion mit
S. mansoni vorzugsweise Oxamniquin zum Einsatz. Daneben gibt es weitere schistosomizide
Wirkstoffe, welche im Gegensatz zu den erstgenannten nicht in die Liste essentieller
Medikamente der WHO aufgenommen wurden (fiir eine umfassende Beschreibung siehe
[30)).

Praziquantel ist ein Isochinolin-Derivat, dessen primarer Wirkungsmechanismus noch
weitgehend unbekannt ist. Aus Literaturangaben ist bekannt, dass der Wirkstoff Stérungen der
Kalzium-Permeabilitdt, metabolische Fehlregulationen sowie ausgepragte Muskelkontrak-
tionen verursacht und der Parasit schlieRBlich aufgrund einer Schadigung seines Teguments
abstirbt [31-33], wobei die Ablésung des Teguments durch Freilegen schistosomaler Antigene
eine effiziente Immunantwort des Wirtes ermdglicht. In dieser Hinsicht konnte gezeigt werden,
dass die humorale Immunantwort des Wirtes einen steigernden Effekt auf den Erfolg einer
Behandlung mit Praziquantel austbt [34, 35]. Eine einmalige perorale Behandlung, welche in
der Regel die Gabe von zwei Dosen des Medikamentes Uber den Tag verteilt beinhaltet,
erzielt bereits den gewinschten kurativen Effekt. Allerdings wird gerade bei moderaten
Infektionen aufgrund des synergistischen Effekts von Immunsystem und Wirkstoff [36]
empfohlen, die Behandlung nach zwei bis vier Wochen zu wiederholen [37].

Bislang besitzt Praziquantel eine ausreichend hohe Wirksamkeit gegen Helminthen der

Gattung Schistosoma, allerdings mehren sich Literaturangaben, aus denen auf eine
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beginnende Resistenzbildung geschlossen werden kann (fur detailliertere Informationen siehe
[38]). Daher wird gegenwartig nach neuen schistosomiziden Wirkstoffen gesucht, welche
sowohl Praziguantel-Analoga als auch andere Wirkstoffgruppen umfassen [39-43].

2.2.5 Pravention

Da eine Infektion mit S. mansoni nicht zur Ausbildung einer stabilen, sterilen Immunitat fuhrt,
kommt der Pravention vor Infektion und Erkrankung bei der Kontrolle der Schistosomiasis eine
zentrale Schlisselrolle zu.

In diesem Zusammenhang werden die beschriebenen chemotherapeutischen Mafl3nahmen
sowohl kurativ als auch praventiv eingesetzt. So verfolgt die WHO ein Konzept, nach welchem
die Risikogruppen in endemischen Gebieten einer regelmaligen Behandlung unterzogen
werden [1]. Allerdings kénnen praventive, chemotherapeutische Ansatze langfristig nur in
Kombination mit verbesserten Hygienestandards sanitarer Einrichtungen sowie einer gezielten
Information betroffener Bevélkerungsschichten Gber mdgliche Infektionswege eine Reduktion
des Infektionsrisikos gewahrleisten [1, 44, 45]. Aufgrund der ausgepragten Wirtsspezifitat
hinsichtlich des mollusken Zwischenwirtes gehért die Kontrolle dieser Schneckenarten ebenso
zur Bekampfungsstrategie der Schistosomiasis. Der Einsatz von Molluskiziden wurde in
einigen Gebieten bereits erfolgreich durchgefiihrt [46].

Obwohl zahlreiche Studien sich bereits seit Jahrzehnten mit der Entwicklung einer
Immunprophylaxe gegen die Schistosomiasis befassen, ist bislang keine Impfung verfugbar.
Bereits in den 90er Jahren konnte in Feldversuchen eine Immunisierung von Rindern mit
strahlungsattenuierten Cercarien von S. bovis einen partiellen Schutz vor der bovinen
Schistosomiasis generieren. In gleicher Weise resultierte die Infektion von mit strahlungs-
attenuierten Schistosomula immunisierten Mausen in einer signifikanten Reduktion der
Wurmbirde [47]. Wahrend gezeigt werden konnte, dass aufgereinigte bzw. rekombinante
Proteine aus S. mansoni einen partiellen Schutz vor der Schistosomiasis im Tiermodell
vermitteln [48], werden gleichfalls Glykane in Uberlegungen zur Induktion einer protektiven
Immunantwort einbezogen. Experimente mit Mausen konnten zeigen, dass das Serum
schistosomen-infizierter sowie teilweise immunisierter Tiere einen partiellen Schutz der passiv
immunisierten Tiere vermitteln kann, und belegen somit die Bedeutung humoraler
Abwehrmechanismen fiir die Ausbildung einer Resistenz [49, 50]. Obwohl bekannt ist, dass
eine Infektion mit S. mansoni zur Bildung hoher Antikorpertiter gegen schistosomale
Kohlenhydratepitope fiihrt, wird deren protektiver Charakter in der Literatur sehr kontrovers
diskutiert (vgl. hierzu 2.4.3.2). So konnte zwar gezeigt werden, dass ein monoklonaler
Antikérper (mAk) gegen ein auf der Parasitenoberflache lokalisiertes Kohlenhydratepitop in

vitro zur komplementvermittelten Lyse von Schistosomula fiihrt [51], allerdings sehen Eberl et
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al. die Funktion der hohen anti-Glykan-Antikorper vielmehr darin begriindet, das Immunsystem
des Wirtes von den noch immunogeneren Peptid-Epitopen des Parasiten abzulenken [52].
Gegenwartig werden die verschiedensten Molekille wie Rezeptoren, ionenbindende Proteine
und Enzyme in Versuchsanséatzen zur Stimulierung einer effizienten, adaptiven Immunantwort
erprobt. Wahrend Schistosomula das empfindlichste Lebensstadium gegenlber den
Effektorfunktionen des Immunsystems sind, bietet das widerstandsfahige Tegument adulter
Wirmer einen sehr effektiven Schutz vor den Angriffen des Wirtes. Daher werden mit den
Tetraspaninen beispielsweise auch tegumentassoziierte Proteine in die Suche nach
moglichen Vakzinekandidaten einbezogen [53]. Man darf zuversichtlich sein, dass die
molekulare Erforschung des Parasiten auf den Gebieten der Transkriptomics, Genomics,
Proteomics und Glycomics die Entwicklung einer wirkungsvollen Vakzine in greifbare Néhe
ricken wird [54].

2.3  Glykokonjugate von S. mansoni

In zahlreichen Studien sind die Glykoproteine und Glykolipide der verschiedenen
Lebensstadien von S. mansoni sowohl strukturell als auch immunologisch charakterisiert und
lokalisiert worden. Die hierbei bislang beschriebenen Kohlenhydratepitope sind in Tabelle 1
zusammenfassend dargestellt.

Wahrend LDN-basierte Kohlenhydratepitope vielfach Invertebraten-Strukturen reprasentieren,
kommen LacNAc-basierte Epitope besonders haufig bei Glykokonjugaten aus Vertebraten vor.
Aus der schematischen Ubersicht in Tabelle 1 ist ersichtlich, dass fucosylierte sowie
oligofucosylierte Epitope ein spezielles Merkmal schistosomaler Glykokonjugate darstellen. In
diesem Zusammenhang konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass die
Fucosylierung strukturelle Voraussetzung fir immunogene sowie immunmodulatorische
Eigenschaften der zugrundeliegenden Glykokonjugate ist [13, 55]. Bereits an dieser Stelle sei
darauf hingewiesen, dass die verschiedenen Lebensstadien von S. mansoni durch die
Prasenz von Le*- und LDN-F-Epitopen wirtseigene Kohlenhydratepitope exprimieren (siehe
auch 2.4.3), wahrend pseudo-Le"-tragende und oligofucosylierte Strukturen parasiten-
spezifische Epitope reprasentieren.

Viele der in Tabelle 1 gezeigten Kohlenhydratepitope werden sowohl auf Glykoproteinen als
auch Glykolipiden aus S. mansoni exprimiert [56]. Dartiber hinaus zeigen sich deutliche
Unterschiede in den stadienspezifischen Expressionmustern der einzelnen Strukturen, welche

im Folgenden detailliert dargestellt werden sollen.



Literaturibersicht

Kohlenhydratepitop

Struktur

Piktogramm

N,N-Diacetyllactosediamin
(LacDiNAc, LDN)

GalNAc(B1-4)GIcNAc

Oyl

Fucosyliertes LDN
(LDN-F)

GalNAc(B1-4)[Fuc(al-3)]GIcNAc

Terminal fucosyliertes LDN

(F-LDN)

Fuc(a1-3)GalNAc(B1-4)GIcNAc

Fucosyliertes LDN-F
(E-LDN-F)

Fuc(a1-3)GalNAc(B1-4)[Fuc(a1-3)]GIcNAc

Difucosyliertes LDN
(LDN-DF)

GalINAc(B1-4)[Fuc(a1-2)Fuc(a1-3)]GIcNAc

Terminal difucosyliertes LDN
(DE-LDN)

Fuc(a1-2)Fuc(a1-3)GalNAc(B1-4)GIcNAc

Fucosyliertes LDN-DF
(F-LDN-DF)

Fuc(a1-3)GalNAc(31-4)
[Fuc(a1-2) Fuc(a1-3)]GIcNAc

Fucosyliertes DF-LDN
(DF-LDN-F)

Fuc(a1-2)Fuc(a1-3)GalNAc(B1-4)
[Fuc(a1-3)]GIcNAc

Difucosyliertes LDN-DF
(DE-LDN-DF)

Fuc(a1-2)Fuc(a1-3)GalNAc(B1-4)
[Fuc(a1-2)Fuc(a1-3)]GIcNAc

N-Acetyllactosamin
(LacNAc, LN)

Gal(B1-4)GIcNAc

,:2

Lewis X
(Le’)

Gal(B1-4)[Fuc(a1-3)]GIcNAC

i

Pseudo-Lewis Y

(pseudo-Le")

Fuc(a1-3)Gal(f1-4)[Fuc(a1-3)]GIcNAc

Tabelle 1 Wichtige Kohlenhydratepitope der Glykokonjugate von S. mansoni

Die im Rahmen dieser Arbeit benutzten Abkilrzungen entsprechender Epitope sind unterstrichen.
Die gezeigten Piktogramme wurden mittels GlycoWorkbench erstellt [57]. GIcNAc, N-Acetyl-
glucosamin; Gal, Galactose; GalNAc, N-Acetylgalactosamin; Fuc, Fucose; Blaues Quadrat,
N-Acetylglucosamin; gelber Kreis, Galactose; gelbes Quadrat, N-Acetylgalactosamin; Dreieck,
Fucose.

2.3.1 Glykosphingolipide (GSL)
GSL sind Bestandteile von biologischen Membranen und kommen weit verbreitet im Tier- und
Pflanzenreich vor. Sie sind vorzugsweise in den cholesterolreichen lipid rafts lokalisiert, wo sie

vielféltige biologische Funktionen wie beispielsweise Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen
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wahrnehmen. In der Literatur finden sich zahlreiche Beschreibungen fir die Beteiligung
membranstandiger GSL an unterschiedlichsten zellularen Vorgangen, wie Signaltransduk-
tionkaskaden, infektiosen Prozessen sowie der Tumorgenese [58-60].

GSL besitzen eine extrazellular gerichtete, variable Kohlenhydrat-Komponente, welche tber
eine O-glykosidische Bindung an den lipophilen Ceramidanker gebunden ist. Der Ceramid-
anteil seinerseits besteht aus einer Sphingoidbase und einer Uber eine Saureamidgruppe
gebundenen Fettsaure. Beide Ceramid-Bausteine reprasentieren aufgrund der unterschied-
lichen Anzahl von Kohlenstoffatomen und Hydroxylgruppen sowie eines variierenden Satti-
gungsgrades hochvariable, lipophile Strukturen. Die sich hieraus in ihrer Gesamtheit
ergebende grol3e strukturelle Vielfalt von GSL liegt somit in der Heterogenitat ihrer einzelnen
Strukturbestandteile begriindet und ist indikativ fiir die weitreichende Beeinflussung (patho-)
physiologischer Prozesse durch diese Substanzklasse zu werten [11, 61].

Glucose (Glc)- und Galactose-basierte Ceramidmonohexoside (CMH) reprasentieren GSL, die
in unterschiedlichen Mengenanteilen in Eiern, Cercarien und adulten Wirmern von
S. mansoni nachgewiesen wurden [62]. Hierbei handelt es sich um GSL-Spezies, welche
ebenfalls von Saugetieren exprimiert werden [11]. Im Gegensatz zu den Saugtieren bildet der
Parasit, wiederum in allen Lebensstadien, vorhandenes Ceramiddihexosid (CDH) ausschliel3-
lich durch Anhangen von N-Acetylgalactosamin an Glucosylceramid. Basierend auf dem
Disaccharid GalNAc(B1-4)GIlc werden alle weiteren komplexen GSL aufgebaut. Da die
Prasenz einer solchen core-Struktur weder bei GSL aus Vertrebraten noch Invertebraten
bekannt ist, wird sie seit ihrer Erstbeschreibung durch Makaaru et al. als schisto-core
bezeichnet [63]. Wahrend komplexe GSL aus Cercarien durch die Epitope Le* und pseudo-
Le" dominiert werden [14], wird das Le*-Eptiop auf GSL aus Eiern von S. mansoni kaum
exprimiert. Entsprechende Untersuchungen konnten zeigen, dass die Kohlenhydrat-Anteile
dieser GSL vorwiegend aus einem oligofucosylierten N-Acetylhexosamin-Ruckgrat bestehen,
welches als charakteristisches Strukturmerkmal sich wiederholende Einheiten von -4[Fuc(al-
2)Fuc(al-3)]GIcNAcB1- aufzeigt [64]. Die strukturell charakterisierten Kohlenhydratepitope
spiegeln im Wesentlichen variabel fucosylierte LDN-Motive wider, wobei gezeigt werden
konnte, dass terminales, monofucosyliertes N-Acetylgalactosamin hierbei die vorherrschende
antigene Determinante reprasentiert [65, 66]. Entsprechende, den Ei-GSL &hnliche Kohlen-
hydrat-Komponenten, wurden in GSL aus Cercarien nur in geringerem Anteil detektiert, und
erlaubten somit keine detaillierte Analyse [14]. Die Kohlenhydrat-Komponenten komplexer
GSL aus adulten Wirmern wurden bislang nicht strukturell charakterisiert. Entsprechende
Literaturangaben lassen jedoch auf immunologischer Basis anhand der Bindung von mAk
gegen verschiedene Kohlenhydratepitope auf die Prasenz von Le*, LDN, LDN-F, LDN-DF,
F-LDN sowie F-LDN-F schlieBen [13, 67, 68]. Tabelle 2 gibt einen zusammenfassenden
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Uberblick lber die zu Beginn dieser Dissertation beschriebenen Kohlenhydratstrukturen von
GSL aus S. mansoni.

Gal(B1-1)Cer [a-c]
Glc(B1-1)Cer [a-c]
GalNAc(B1-4)Glc(B1-1)Cer [a-c]
GIcNAc(B1-3)GalNAc(B1-4)Glc(B1-1)Cer [a,b]
Gal(B1-4)GIcNAc(B1-3)GalNAc(B1-4)Glc(B1-1)Cer [a]
GaI(Bl-4)GI|cNAc(Bl-3)GaINAc(Bl-4)GIc(Bl-l)Cer [a,b]
Fuc(al-3)
GaI(B1-4)GIlcNAc(Bl-S)GIcNAc(Bl-3)GaINAc(Bl-4)GIc(Bl-l)Cer [a]
Fuc(al-3)
Gal(B1-4)GIcNAc(B1-3)GalNAc(B1-4)Glc(B1-1)Cer [a]
Fuc(al-3) Fuc(al-3)
GallNAc(Bl-4)GI|(:NAc(Bl-3)GaINAc(Bl-4)GIc(Bl-l)Cer [b]
Fuc(al-3)  Fuc(al-3)
GallNAc(Bl-4)GIclNAc(B1-3)GIcNAc(Bl—S)GaINAc(Bl-4)GIc(Bl-1)Cer [b]
Fuc(al-3) Fuc(al-3)
Fuc(al-2)
Fuc(al-2)
GallNAc(Bl- [4)GI(iNAc([31-] 4)GIclNAc(B1-3)Ga|NAc(Bl-4)GIc(Bl—1)Cer [b]
1-4

Fulc(al-S) Fulc(al-S) Fulc(a1-3)

Fuc(al-2) Fuc(al-2) Fuc(al-2)

Tabelle 2 Kohlenhydratstrukturen von GSL aus S. mansoni

Gezeigt sind die Glykanstrukturen von GSL aus Cercarien [a], Eiern [b] und adulten Wirmern [c].
Das LeX-Epitop ist mit einem grauen, ovalen Kreis hinterlegt. Tabelle modifiziert nach [69]. Cer,
Ceramid; Glc, Glucose; GIcNAc, N-Acetylglucosamin; Gal, Galactose; GalNAc, N-Acetylgalac-
tosamin; Fuc, Fucose.

Neben der stadienspezifischen Expression von Kohlenhydratstrukturen weisen auch die
Ceramid-Zusammensetzungen von CMH aus Eiern, Cercarien und adulten Wirmern deutliche
Unterschiede auf. In frilheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass CMH-Spezies

aus Eiern von C18- und C20-Phytosphingosin dominiert werden, wahrend entsprechende
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Komponenten aus adulten Wirmern zusatzlich C18-Sphingosin und C18-Sphinganin
aufzeigen. Die CMH-Komponenten aus Cercarien werden vorwiegend durch C18-Sphinganin
sowie C18- bis C20-Phytosphingosin reprasentiert. In allen drei Lebensstadien wurde
hydroxylierte Palmitinsaure als Hauptfettsdure nachgewiesen [62]. Interessanterweise konnte
in diesen Untersuchungen gezeigt werden, dass komplexe GSL aus Cercarien nicht mehr
hydroxylierte Palmitinsdure als Hauptfettsaure enthalten, sondern vorwiegend von
langkettigen Fettsduren mit 24 bis 27 Kohlenstoffatomen dominiert werden. Die bislang bei

GSL aus S. mansoni nachgewiesenen Klassen von Sphingoidbasen sind in Abbildung 2

dargestellt.
A B C
OH H OH
HO HO / HO
6 6 6
NH; NH; NH, OH

Abbildung 2 Klassen von Sphingoidbasen der GSL aus S. mansoni

Schematische Darstellung der Strukturmerkmale von Sphinganinen (A), Sphingosinen (B) und
Phytosphingosinen (C). Es ist exemplarisch jeweils nur die entsprechende Sphingoidbase mit 18
Kohlenstoffatomen dargestellit.

2.3.2 Glykoproteine

Die Glykosylierung ist eine der haufigsten posttranslationalen Modifikation von Proteinen,
wobei je nach Lokalisation der Kohlenhydrat-Komponente N- und O-Glykane voneinander zu
unterscheiden sind: Wahrend bei N-Glykanen die Bindung des Oligosaccharids Uber die
Amidgruppe eines Asparagins erfolgt, wird die O-Glykosylierung durch Bindung des
Oligosaccharids an die Hydroxylgruppe eines Serin (Ser)- oder Threonin (Thr)-Restes
bewerkstelligt. Bislang konnten bereits zahlreiche N- und O-Glykanstrukturen der
verschiedenen Lebensstadien von S. mansoni aufgeklart werden. Aus Grinden der
Vollstandigkeit soll im Rahmen dieser Dissertationsschrift auf besondere Merkmale
schistosomaler  Glykoproteine eingegangen werden, wahrend im Hinblick auf
stadienspezifische Details sowie Strukturbeispiele auf Referenz [69] verwiesen wird.
Grundsatzlich kommen bei Glykoproteinen aus S. mansoni mit LacNAc, Le*, LDN sowie varia-
bel fucosylierten LDN-Motiven die gleichen Kohlenhydratepitope vor, wie sie bereits bei den
GSL einzelner Lebensstadien gefunden wurden (vgl. 2.3.1). Dariber hinaus sind oligofucosy-
lierte Seitenketten beispielsweise in Form der repetitiven Einheit +/-Fuc(al-2)Fuc(a1[-3)
GalNAc(B1-4)[+/-Fuc(a1-2)Fuc(a1-2)Fuc(a1-3)]GIcNAc(B1-3)Gal(al-], bei O-Glykanen aus
Cercarien beschrieben [70]. Wé&hrend schistosomale O-Glykane grundsatzlich auf core 1
(Gal(B1-3)GalNAc-Ser/Thr) und core 2 (Gal(B1-3)[GIcNAc(B1-6)]GalNAc-Ser/Thr) Strukturen
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aufgebaut sind, konnte dariiber hinaus bei Cercarien eine bislang bei S&ugetieren nicht
beschriebene core-Struktur mit O-glykosidisch gebundenem N-Acetylgalactosamin und (B1-3)-
sowie (B1-6)-verkniipfter Galactose charakterisiert werden [71]. Die zirkulierenden
Glykokonjugate CAA und CCA, welche von adulten Wirmern in den Blutkreislauf des Wirtes
sekretiert werden, besitzen ebenfalls O-glykosidisch gebundene Oligosaccharide, wobei die
Prasenz von polymerem Le* (polyLe*) als vorherrschende strukturelle Komponente von CCA
beschrieben worden ist (Abbildung 3) [72].

I:—Gal(81—4)GIcNAC(Bl—6):|
|Gal(B1-4)GIcNAC(B1-3] -

0-1
25 GalNAc—Ser/Thr

Fuc(al-3) Gal(p1-)

Abbildung 3 Kohlenhydratstruktur des zirkulierenden Glykokonjugates CCA

Struktur der O-glykosidisch gebundenen Kohlenhydrat-Komponente von CCA (circulating cathodic
antigen). Fucosylierungen an den N-Aceylglucosamin—Bausteinen der poly-LacNAc-Kette in
Position 3 resultiert in der Bildung des Le"-Epitopes, welches mit einem grauen, ovalen Kreis
hinterlegt ist. Abbildung modifiziert nach [69]. Ser, Serin; Thr, Threonin; GIcNAc, N-Acetyl-
glucosamin; Gal, Galactose; GalNAc, N-Acetylgalactosamin; Fuc, Fucose.

Die verschiedenen Lebenstadien von S. mansoni exprimieren oligomannosidische und
komplexe N-Glykane sowie N-Glykane vom Hybrid-Typ. Entgegen den Glykoproteinen aus
Saugetieren kann die core-Struktur schistosomaler N-Glykane durch eine (al-3) bzw. (al-6)
Fucosylierung [73] sowie eine (B1-2) Xylosylierung [74] modifiziert sein. Antennen kdnnen aus
repetitiven LacNAc- bzw. LDN-basierten Einheiten bestehen bzw. die entsprechenden
fucosylierten Epitope Le” und LDN-F aufweisen, wobei multimere Le*-Strukturen aus bis zu
10 monomeren Einheiten in N-Glykanen aus adulten Wirmern beschrieben wurden [8, 75,
76]. Aufgrund ihrer immunmodulatorischen Eigenschaften sind die Kohlenhydratstrukturen der
pufferléslichen Ei-Antigene (soluble egg antigen - SEA) besonders detailliert strukturell
analysiert worden, wobei Omega-1, IPSE (interleukin-4-inducing principle from S. mansoni
eggs)/Alpha-1 und Kappa-5 zu den vorherrschenden immunogenen Ei-Antigenen zahlen.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass Omega-1 zwei jeweils diantennare N-Glykane besitzt,
welche Uberwiegend eine Difucosylierung des innersten N-Acetylglucosamins aufzeigen und
Le* als terminales Motiv exprimieren [77]. Wahrend IPSE/Alpha-1 ein hierzu annahernd
identisches Glykosylierungsmuster aufweist [78] konnten entsprechende Untersuchungen mit
Kappa-5 zeigen, dass dieses Uber vier besetzte Glykosylierungsstellen verfugt, welche
Uberwiegend triantenndre N-Glykanstrukturen mit difucosylierter und xylosylierter core-

Struktur sowie terminalen LDN-Motiven aufweisen [79].
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2.4 Immunmodulatorische Eigenschaften der Glykokonjugate von

S. mansoni

Die Fahigkeit von S. mansoni, jahrzehntelang im Blutgeféasystem seines Wirtes Uiberleben zu
kénnen [6], macht diesen Parasiten zu einem der interessantesten Forschungsobjekte vieler
Immunbiologen. In diesem Zusammenhang konnte in vielen Untersuchungen gezeigt werden,
dass vor allem schistosomale Glykokonjugate sowohl die angeborene als auch die adaptive

Immunitat in vielfaltiger Weise beeinflussen kénnen.

2.4.1 Immunologie der Schistosomiasis

Die frihe Phase einer Infektion mit S. mansoni wird von einer Th1l-dominierten Immunantwort
begleitet, die sechs bis acht Wochen p.i., d.h. zum Zeitpunkt der Eiablage, in eine Th2-
basierte Reaktion Ubergeht. Die Einleitung dieser zweiten Phase der Immunreaktion ist
vornehmlich als Reaktion des Wirtes auf die Eiablage und sekretierte Eiprodukte zu werten
und geht mit Granulombildung sowie fibrotischer Veranderung entsprechender Organe einher
[80]. Durch die simultane Induktion regulatorischer T-Zellen sowie die verstarkte Sekretion von
Interleukin (IL)-10 bildet sich eine modifizierte, regulatorische Th2-basierte Immunantwort aus,
welche die chronische Persistenz des Parasiten ermdglicht [81]. An dieser Stelle sei jedoch
darauf hingewiesen, dass der Wirtsorganismus gleichfalls von der sich einstellenden
Immunitatslage profitiert, welche ihn vor massivem Gewebsschaden durch eine vorherr-
schende inflammatorische Antwort bewahrt.

Zahlreiche Untersuchungen in vitro und in vivo haben sich mit den wechselseitigen
Interaktionen der verschiedenen Lebensstadien von S. mansoni sowie den von ihnen
exkretierten/sekretierten (ES-) Produkten mit dem wirtseigenen Immunsystem befasst. Bereits
die infektibse Larve kann die Migration von antigenprasentierenden Zellen inhibieren und
dariiber hinaus die Immunantwort des Wirtes supprimieren [82]. Wahrend hierbei gegenwartig
die Beteiligung schistosomaler Glykokonjugate diskutiert, aber noch nicht belegt wurde,
konnten immunmodulierende Glykoproteine von Eiern bereits detailliert strukturell sowie
funktionell charakterisiert werden (vgl. hierzu 2.4.3.2) [77-79, 83, 84].

Da dendritische Zellen maRRgeblich an der Induktion einer adaptiven Immunantwort beteiligt
sind, stehen sie und die von ihnen exprimierten Rezeptoren im Mittelpunkt vieler in vitro
Experimente zur Charakterisierung der immunmodulatorischen Eigenschaften endogener und

exogener Antigene und sollen daher im Folgenden ausfihrlicher dargestellt werden.

2.4.2 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (dendritic cells - DC) entwickeln sich aus Stammzellen des Knochen-

marks. Mit dem Blut werden entsprechende Vorlauferzellen im ganzen Korper verteilt, so dass
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sich unreife dendritische Zellen in nahezu allen Geweben finden lassen [85]. Die zentrale
Aufgabe dendritischer Zellen besteht in der Antigenaufnahme und -prozessierung, um diese
naiven T-Zellen via MHC (major histocompatibility complex) Klasse | und Il Molekilen zu
prasentieren und somit die Induktion einer adaptiven Immunantwort zu erméglichen [86]. Nach
heutigem Kenntnisstand z&hlt die erstmals 1973 von Steinman und Cohn beschriebene
Zellpopulation [87] zu den potentesten antigenprasentierenden Zellen und représentiert somit
ein zentrales Bindeglied zwischen der angeborenen und erworbenen Immunitat. Darlber
hinaus sind DC malRgeblich fir die Erhaltung der peripheren Selbsttoleranz verantwortlich,
indem sie durch Aufnahme, Prozessierung und Prasentation endogener Antigene die
Differenzierung und Proliferation von T-Zellen mit regulatorischen Funktionen induzieren [88].
Zur Erfullung dieser vielfaltigen Funktionen sind DC mit spezifischen pathogenerkennenden
Rezeptoren (pathogen recognition receptor - PRR) ausgestattet, von denen im Folgenden
Toll-like Rezeptoren (toll-like receptor - TLR) sowie DC-SIGN (dendritic cell-specific, ICAM
(intercellular adhesion molecule)-3-grabbing nonintegrin) aus der Familie der C-Typ-Lektin
Rezeptoren (C-type lectin receptor - CLR) detaillierter dargestellt werden sollen. Obwohl die
molekularen Grundlagen noch nicht vollstandig aufgeklart sind, konnte mittlerweile im Rahmen
vieler Untersuchungen bestatigt werden, dass erst die Ausstattung verschiedener
Subpopulationen dendritischer Zellen mit einem unterschiedlichen Repertoire an Rezeptoren
deren antigenspezifische Reaktion ermdoglicht, welche basierend auf einem cross talk der
einzelnen rezeptorspezifischen Signaltransduktionskaskaden final Uber Erhaltung der

peripheren Toleranz oder Induktion einer Immunantwort entscheidet [89, 90].

2.4.2.1 DC-SIGN

DC-SIGN, welches gleichfalls als CD (cluster of determination) 209 bekannt ist, reprasentiert
ein Typ Il Transmembranprotein, dessen extrazellular gelegene Kohlenhydrat-Bindedoméane
Oligosaccharide in Gegenwart von Kalziumionen bindet. In zahlreichen Studien konnte gezeigt
werden, dass DC-SIGN eine Spezifitdt fur mannosylierte Glykokonjugate sowie Fucose-
tragende Lewis-Blutgruppenantigene besitzt [91, 92]. Unter physiologischen Bedingungen ist
DC-SIGN durch Oligomerisierung zur Bildung tetramerer Strukturen befahigt, welche zur
Spezifitdt und Affinitat des Rezeptors fiir verschiedene Liganden beitragt [93].

Aufgrund seiner Fahigkeiten sowohl endogene als auch pathogenassoziierte Glykokonjugate
erkennen und binden zu kénnen, besitzt DC-SIGN vielfaltige physiologische Funktionen. Uber
Bindung der endogenen Liganden ICAM-2 auf Endothelzellen und ICAM-3 auf T-Zellen besitzt
der Rezeptor Bedeutung als Adhasionsmolekul bei der Migration dendritischer Zellen sowie
ihrer Interaktion mit T-Zellen [94, 95]. Darlber hinaus ist DC-SIGN verantwortlich fir die

Bindung und Internalisierung von Antigenen, um diese durch deren Transport zu Lysosomen
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sowie spaten MHC ll-positiven Endosomen einer MHC-vermittelten Préasentation gegentber
naiven T-Zellen zuganglich zu machen [96, 97]. Neben dieser Funktion als endozytotischer
Rezeptor konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass DC-SIGN zudem eigenstandig
Signaltransduktionsprozesse in Gang setzen kann und durch cross talk mit TLR-induzierten
Signalkaskaden somit entscheidend an der Ausprdgung der induzierten Immunantwort
beteiligt ist. In zahlreichen Untersuchungen wurde belegt, dass die Aktivierung von DC-SIGN
Uberwiegend an der Induktion einer antiinflammatorischen sowie suppressiven Immunantwort
beteiligt ist [98-100]. Die Tatsache, dass der Rezeptor nicht in der Lage ist, endogene von
pathogenassoziierten Liganden unterscheiden zu konnen, verdeutlicht sowohl seine
Beteiligung an der Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz [101] als auch seine Bedeutung
als potentieller Angriffspunkt von Pathogenen, um die wirtsinduzierte Immunantwort
zZielgerichtet modulieren zu kénnen [102]. Bislang gibt es eine Reihe von unterschiedlichsten
Pathogenen wie Viren, Bakterien, Hefen und Parasiten, fir die eine Bindung an DC-SIGN
beschrieben worden ist (vgl. hierzu [102]).

2.4.2.2 Toll-like Rezeptoren

Das Immunsystem bedient sich bei der Erkennung von Pathogenen unter anderem der
selektiven Erkennung sog. pathogenassoziierter, molekularer Muster. Aufgrund ihrer
Fahigkeit, diese hochkonservierten Strukturmerkmale selektiv erkennen und von endogenen
Strukturen differenzieren zu konnen, reprasentiert die Familie der TLR das wichtigste
Werkzeug des angeborenen Immunsystems der Saugetiere zur Erkennung eindringender
Pathogene [103-105]. Die TLR sind Homo- sowie Heterodimer-bildende Typ | Transmembran-
proteine, welche unter anderem von dendritischen Zellen, Makrophagen und neutophilen
Granulozyten exprimiert werden. Nach heutigem Kenntnisstand umfasst die TLR-Familie im
Menschen insgesamt 10 verschiedene Rezeptoren, die sich in ihrer Bindungsspezifitat stark
unterscheiden. Einer der am intensivsten erforschten und charakterisierten Rezeptoren ist
TLR4, der auf die Erkennung von Lipopolysacchariden (LPS) aus gramnegativen Bakterien
spezialisiert ist [106, 107]. Hierbei fihrt eine Bindung des Liganden zur Sekretion
proinflammatorischen Cytokine, welche neben der Makrophagen- und Neutrophilen-
rekrutierung sowie -aktivierung die DC-vermittelte Induktion einer Thl-basierten Immunantwort
einleiten.

Eine selektive Aktivierung von TLR fuhrt im Wesentlichen Uber die MyD88 (myeloid
differentiation primary response gene (88))-abhangige Signalkaskade vorzugsweise zur
Ausbildung einer Thl-dominierten Immunantwort, so dass lange davon ausgegangen wurde,
dass TLR vorzugsweise Uber eine MyD88-unabhangige Signalkaskade die Auspragung einer

Th2-basierten Immunantwort favorisieren [108]. In zahlreichen Studien der letzten Jahre
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konnte jedoch gezeigt werden, dass vielmehr komplexe Wechselwirkungen zwischen den
einzelnen PRR die Balance zwischen pro- und antiinflammatorischer Immunantwort
malfigeblich bestimmen. In dieser Hinsicht finden sich in der Literatur zahlreiche Studien,
welche sich mit dem cross talk zwischen DC-SIGN und TLR beschaftigen. So konnte
beispielsweise in Untersuchungen zur TLR-induzierten Immunantwort durch verschiedene
Helicobacter pylori Varianten gezeigt werden, dass Varianten, welche Le* auf LPS
exprimieren, Uber Interaktion des Kohlenhydratepitopes mit DC-SIGN eine Th2-dominierte
Immunantwort induzierten. Im Gegensatz hierzu losten Varianten, welche nicht DC-SIGN
bindendes LPS ohne Le* exprimierten, eine dominante Thl-basierte Imnmunantwort aus [109].
Die Zellwand-Komponente ManLAM (mannose-capped lipoarabinomannan) von Myko-
bakterien interagiert neben dem Mannoserezeptor ebenfalls mit DC-SIGN und induziert so die
Produktion von antiinflammatorischem IL-10 durch LPS-aktivierte DC [98]. Im Gegensatz
hierzu konnte gezeigt werden, dass LPS von Neisseria meningitidis Varianten durch Bindung
von DC-SIGN die Auspragung einer Th1-dominierten Immunantwort einleiten [110].

2.4.3 Das Le*-Epitop

Das Le*-Epitop reprasentiert eine Kohlenhydratstruktur, die sowohl auf Glykokonjugaten des
Wirtes als auch auf schistosomalen Glykoproteinen und Glykolipiden vorkommt. Seit
geraumer Zeit befindet sich daher dieses Epitop aufgrund seiner Beteiligung an
Immunevasions- und -modulationsvorgangen durch S. mansoni in vitro und in vivo im Fokus

der glykobiologischen Forschung [9, 111, 112].

2.4.3.1 Vorkommen und Funktion

Das Le*-Epitop (CD 15) der Saugetiere gehort zur Gruppe der stadienspezifischen, embryo-
nalen Antigene (stage-specific embryonic antigens - SSEA) und wird daher auch als SSEA-1
bezeichnet. Es wird als Kohlenhydratepitop von Glykoproteinen und -lipiden exprimiert und
spielt vor allem wahrend der embryonalen Entwicklung eine wichtige Rolle in der Regulation
des Zellwachstums sowie in verschiedenen Reifungs- und Differenzierungsvorgangen [113].
In der postembryonalen Phase wird das Le*-Epitop auf vielen Epithelien, neuronalen
Geweben sowie Granulozyten exprimiert. Neben der Funktion als Zelladhdsionsmolekdl [114,
115] zahlt Le® infolge einer gesteigerter Expression bei Tumoren epithelialen Ursprungs
gleichfalls zu den tumorassoziierten Kohlenhydratepitopen [116].

Bereits vor mehr als zwanzig Jahren konnte das Le*-Epitop auf serologischer Basis in den
verschiedenen Lebensstadien von S. mansoni lokalisiert und als struktureller Bestandteil
schistosomaler Glykoproteine identifiziert werden [8, 117] und wird seither mit dem Begriff der
molekularen Mimikry in Verbindung gebracht. Hierbei handelt es sich ganz allgemein um

einen Mechanismus zur Immunevasion von Pathogenen, welcher auf der starken strukturellen
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Ahnlichkeit zu bzw. Identitat mit wirtseigenen Molekiilen beruht und seit langer Zeit als eine
der zentralen Uberlebensstrategien von S. mansoni betrachtet wird [7]. Die biologische
Bedeutung, welche diese Kohlenhydratstruktur fir den Parasiten besitzt, wird durch die
Tatsache verdeutlicht, dass sie in Glykokonjugaten aller Lebensstadien exprimiert wird.
Wahrend monomeres Le* bei Cercarien immunhistochemisch nur im Bereich der Acetabular-
Driisen sowie an dem von diesen Driisen sezernierten Material lokalisiert werden kann, wird
es nach der Transformation zu den Schistosomula auf der gesamten Oberflache exponiert
[117-119]. Adulte Wiirmer exprimieren Le*-tragende Glykokonjugate ebenfalls auf der
gesamten Oberflache sowie im Darmepithel, wéhrend es bei schistosomalen Eiern im Bereich
der Eischale nachweisbar ist [117, 118, 120].

Wahrend die Expression schistosomaler Kohlenhydratepitope wie LDN und LDN-F auch bei
anderen Helminthen beschrieben wurde, ist bislang das Vorkommen des Le*-Epitops auf

parasitaren Glykokonjugaten nur bei S. mansoni und Dictyocaulus viviparus bekannt [121].

2.4.3.2 Immunmodulatorische Eigenschaften

In der Literatur finden sich zahlreiche Untersuchungen zur immunmodulierenden Wirkung Le*-
tragender Glykokonjugate. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Glykokonjugate,
welche als Kohlenhydratanteil Lacto-N-Fucopentaose Il (LNFP Ill) tragen, welche ihrerseits
das Le*-Trisaccharid aufweist, die Ausbildung einer Th2-basierten Immunantwort in M&usen
induzieren [122, 123]. Daruber hinaus ist aus weiteren Untersuchungen mit LNFP IlI-
konjugiertem, humanem Serumalbumin bekannt, dass dieses Glykokonjugat in vitro die
Freisetzung von IL-10 aus B-Zellen der Milz schistosomen-infizierter Mause [124] sowie aus
mononukledren Zellen des peripheren Blutes schistosomen-infizierter Patienten induzieren
kann [125].

Untersuchungen zur biologischen Aktivitdt von Glykoproteinen aus schistosomalen Eiern
zeigten, dass Omega-1 die Induktion eines Th2-Profils in vitro und in vivo induziert [126, 127].
Die strukturelle Charakterisierung von Omega-1 belegte die vorherrschende Prasenz des Le*-
Epitops, so dass auf eine wesentliche Beteiligung dieser Struktur an den beschriebenen
immunmodulatorischen Vorgéangen geschlossen werden konnte [77]. In dieser Hinsicht bleibt
allerdings zu berlcksichtigen, dass IPSE/Alpha-1, welches ebenfalls ein Glykoprotein aus
Eiern von S.mansoni reprasentiert und ein dem Omega-1 nahezu identisches
Glykosylierungsmuster aufzeigt [78], die genannten Th2-induzierenden Vorgange nicht
auslésen kann [126]. Hingegen konnte in in vivo Experimenten mit Mausen gezeigt werden,
dass IPSE/Alpha-1 durch Induktion einer verstarkten Makrophagenaktivitat zur Ausbildung
groBerer Granulome in der Leber fuhrt [128]. Diese Tatasche verdeutlicht, dass immun-

modulierende Eigenschaften von Glykoproteinen nicht ausschlieBlich von der vorherr-
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schenden Kohlenhydrat-Komponente bestimmt werden, sondern dariiber hinaus auch unter
dem Einfluss der zugrunde liegenden Proteinstruktur stehen.

Neben den immunmodulatorischen Eigenschaften Le*-tragender Glykokonjugate von
S. mansoni stehen ahnliche Betrachtungen ebenfalls bei anderen Pathogenen im Blickfeld des
Interesses. So zeitigt beispielsweise die Fahigkeit von H. pylori zur Dekoration seines LPS mit
Lewis-Antigenen nicht nur immunmodulierende Funktionen im Hinblick auf eine T-Zell-
Polarisierung (vgl. hierzu 2.4.2.2), sondern wird auch mit einer verbesserten Kolonialisierung
und mit der Adhasion an endogenes Galectin-3 in Verbindung gebracht [129].

Neben den genannten immunmodulatorischen Eigenschaften Le*-exprimierender
Glykokonjugate soll an dieser Stelle gleichfalls auf die Bedeutung der gegen dieses
Kohlenhydratepitop gebildeten Antikdrper ndher eingegangen werden. Es konnte gezeigt
werden, dass die Infektion mit S. mansoni zur Bildung von anti-Le* Antikérpern fiihrt [130,
131] und diese dariiber hinaus eine zytotoxische Wirkung auf Le*-exprimierende Wirtszellen in
vitro austiben [72, 130]. Unklar bleibt, welche Wirkung von infektionsspezifischen, auto-
reaktiven anti-Le® Antikdrpern im Rahmen einer natirlichen Infektion vermittelt wird. In der
Literatur ist zwar beschrieben, dass hohe anti-Le*-Antikdrpertiter mit der Schwere der sich
einstellenden Neutropenie korreliert sind [132], dartiber hinaus scheinen allerdings weitere
Komplikationen infolge der generell schlechten Erreichbarkeit endogener Le*-tragender
Strukturen flr autoreaktive Antikorper in  Gehirn, Niere und Verdauungstrakt eher
unwabhrscheinlich zu sein [117]. Vielmehr gehen Ko et al. davon aus, dass die Prasenz dieser
Autoantikérper durch Ausbildung einer infektionsgebundenen Immunitat mafgeblich am
Schutz vor Reinfektionen beteiligt ist. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass
die Bindung von anti-Le*-Antikérpern durch juvenile Schistosomula eine antikérperabhangige
zellulare Zytotoxizitat in vitro vermittelt [117]. Darlber hinaus reprasentieren Antikbrper gegen
das Le*-Epitop den groRten Anteil der gebildeten anti-Glykan-Antikérper, wenn man Mause

mit Cercarien immunisiert, die zuvor durch Bestrahlung attenuiert worden waren [131].

2.4.4 Immunmodulatorische Eigenschaften von (Glykosphingo-) Lipiden

Bereits seit langer Zeit stehen die in SEA enthaltenen Glykoproteine aufgrund ihrer immun-
modulatorischen Eigenschaften hinsichtlich einer starken Induktion einer Th2-basierten
Immunantwort im Zentrum der Glykobiologie-Forschung. In zahlreichen in vitro und in vivo
Experimenten sowohl in murinen als auch humanen Modellen sowie durch detaillierte
strukturelle Analyse einzelner Komponenten konnten diesbezuglich definierte Struktur-
Wirkungsbeziehungen aufgezeigt werden [77-79, 83, 84, 128, 133] (vgl. hierzu 2.4.3).
Daneben ricken zunehmend allerdings auch lipophile Bestandteile von Pathogenen beziiglich

ihrer Interaktionen mit dem Immunsystem des Wirtes sowie ihrer immunmodulierenden
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Eigenschaften in das Blickfeld des Interesses [12]. So konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass Strukturen humaner GSL von pathogenen Neisseria und Haemophilus spp. sowie
H. pylori nachgeahmt werden, um die Immunantwort zu unterlaufen und eine Adhé&sion sowie
Invasion humaner Zellen zu ermdéglichen [134, 135].

Im Hinblick auf parasitare Strukturen wurde beschrieben, dass Phosphorylcholin (PC)-
enthaltene GSL aus Ascaris suum die Sekretion von IL-1, IL-6 sowie Tumornekrose-Faktor
(TNF)-a in Monozyten induzieren kénnen [136]. Wéhrend diese Effekte die Préasenz von PC
auf den GSL voraussetzten, konnte in weiteren Untersuchungen die signifikante Reduktion der
durch anti-Maus-Ig-F(ab"),-Fragment-induzierten Proliferation von B-Zellen aus der Milz von
BALB/c Mausen durch GSL aus A.suum als PC-unabhangiger Effekt beobachtet werden
[137].

In vitro Experimente mit Lipiden aus S. mansoni zeigten, dass schistosomales Lyso-Phospha-
tidylserin eine TLR2-vermittelte Reifung dendritischer Zellen sowie die Differenzierung IL-10-
produzierender T-Zellen induziert, wéhrend schistosomales Phosphatidylserin ursdchlich an
der TLR2-unabhangigen Ausbildung einer Th2-basierten Immunantwort beteiligt ist [138].
Darlber hinaus ist beschrieben, dass GSL aus Eiern die Zytokinsekretion von Monozyten
in vitro stimulieren [139]. Hierbei konnte festgestellt werden, dass vor allem das Kohlenhydrat-
epitop LDN-DF ursachlich an der Sekretion von IL-6, IL-10 und TNF-a beteiligt ist, wahrend
GSL aus adulten Wirmern die genannten Effekte nicht erzielten. Weitere Untersuchungen
belegten, dass komplexe GSL aus Eiern vorwiegend Uber das F-LDN-F-Epitop von L-SIGN
(liver/lymph node-specific ICAM-3-grabbing nonintegrin) gebunden werden [140]. Da dieser
Rezeptor auf Endothelzellen der Lebersinusoide exprimiert wird, liegt eine Beteiligung der
GSL aus Eiern an den infektionsbedingten, immunbiologischen sowie leberpathologischen
Vorgangen nahe.

Versuchen mit GSL aus adulten Wirmern zeigten, dass diese von DC-SIGN auf unreifen
dendritischen Zellen gebunden werden und deren TLR4-vermittelte Reifung induzieren. Im
Verlauf der Reifung wurde gleichzeitig eine gesteigerte Zytokinproduktion von IL-12 p40,
IL-10, IL-1B, IL-6, IL-8 sowie TNF-a gemessen, so dass die Kokultivierung entsprechend
gereifter dendritischer Zellen mit naiven T-Zellen in der Entwicklung einer Thl-dominierten,
proinflammatorischen Immunantwort resultierte [13]. Experimente auf immunologischer Basis
erlaubten unter Berlcksichtigung der identifizierten Rezeptoren den Rilckschluss, dass die
DC-SIGN-bindenden Kohlenhydratepitope Le* und LDN-F auf komplexen GSL aus adulten
Wirmern sehr wahrscheinlich die strukturelle Voraussetzung fir deren immunmodulierende
Eigenschaften lieferten. Bemerkenswert war hierbei, dass GSL aus Cercarien, welche
ebenfalls aufgrund der vorherrschenden Prasenz von Le” von DC-SIGN gebunden werden,

die genannten biologischen Effekte nicht erzielen konnten. Ob allerdings GSL aus adulten
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Wirmern in vivo im Rahmen einer nattrlichen Infektion zur initialen Entwicklung einer Thl-
basierten Immunantwort beitragen, muss unbeantwortet bleiben. Da die Th2-dominierte
Immunantwort durch das Eistadium des Parasiten induziert wird und bei Infektionen mit
strahlungsattenuierten oder eingeschlechtlichen Cercarien, in deren weiterer Verlauf keine
Eiproduktion und -ablage stattfindet, der Wechsel zur Th2-basierten Immunantwort ausbleibt
[84], scheint es mdglich, dass Glykokonjugate adulter Wirmer fur die Auspragung einer Thl-
basierten, initialen Immunantwort in vivo zumindest mitverantwortlich sein kdnnen.

Die genannten Beispiele belegen, dass Glykolipide ebenso wie Glykoproteine in definierten
Struktur-Wirkungsbeziehungen mit dem Immunsystem interagieren kénnen. Deren weitere
funktionelle Charakterisierung sowie die Etablierung von Interaktionsmodellen auf Basis
definierter Wechselwirkungen erfordert daher die detaillierte Strukturanalyse der ent-

sprechenden Komponenten.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Chemikalien

Soweit es nicht anders angegeben ist, wurden die verwendeten Chemikalien von Chem-Lab
(Zedelgem, Belgien), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Fluka
(Buchs, Schweiz) und Promochem (Wesel) jeweils in p.a.-Qualitat bezogen. Helium und
Stickstoff (Reinheitsgrad jeweils 4.6) stammten von Linde (Hollriegelskreuth). Das verwendete
Wasser wurde mittels einer Elix UV5 Anlage deionisiert und anschlieBend durch eine Milli-Q
Synthesis A10 Anlage (beide Millipore, Eschborn) analytisch rein aufbereitet.

3.2 Neo-Glykokonjugate

Lewis*-Polyacrylamid (Le*-PAA) und Glucitol-Polyacrylamid (Glucitol-PAA) wurden als Positiv-
bzw. Negativkontrolle fir den DC-SIGN-Bindungsassay (3.6.2) jeweils in einer Konzentration
von 1 mg/mL von Prof. Dr. Irma van Die (Universitat Amsterdam, Niederlande) zur Verfligung
gestellt. Des Weiteren wurde Lacto-N-Fucopentaose Il (LNFP Ill) gebunden an 1,2-sn-
Dipalmitoylphosphatidylethanolamin als Le*-tragender Neo-Glykolipid-Standard (40 ng/uL in
Chloroform:Methanol:Wasser (C:M:W) 10:10:1 (v/v/v)) in der Hochleistungsdinnschichtchro-
matographie (3.4.3) verwendet [141].

3.3  Biologische Materialien

3.3.1 Glykokonjugate verschiedener Stadien von S. mansoni

Ausgangsmaterial fur die GSL-Charakterisierung adulter Schistosomen war ein Rohextrakt,
welcher aus 73.5 mg lyophilisierten Adultwiirmern hergestellt wurde. Es handelt sich hierbei
um die vereinigten Uberstande einer vierphasigen Extraktion homogenisierten Materials mit
Lésungsmittelgemischen unterschiedlicher Polaritéat [13]. Der strukturellen Charakterisierung
der Ceramid-Zusammensetzung von GSL aus Cercarien diente eine bereits aufgereinigte und
uber Normalphasenchromatographie fraktionierte Glykolipid-Aufarbeitung (vgl. hierzu 3.4.4).
Der Rohextrakt adulter Wirmer sowie die GSL-Fraktionen aus Cercarien wurden von Dr.
Sandra Meyer (Biochemisches Institut/AG Geyer, Universitat Giel3en) hergestellt. Cercarien
als auch adulte Wurmer waren von dem puertoricanischen Schistosomen-Stamm [118]. Ein
Phosphatpuffer-Extrakt von S. mansoni Eiern (SEA) wurde von Dr. Michael J. Doenhoff

(School of Biology, Nottingham, UK) zur Verflgung gestellt [142].

3.3.2 Antikdrper und Antikdrperkonstrukte
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten monoklonalen Antikérper (mAK) wurden von Prof.

Dr. André M. Deelder und Prof. Dr. Cornelis H. Hokke (Universitat Leiden, Niederlande) zur
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Verflgung gestellt. Es handelt sich hierbei um sowohl einfach konzentrierte als auch zehnfach
aufkonzentrierte Zellkulturibersténde verschiedener Hybridomazelllinien [27, 143, 144]. Dr.
Quentin Bickle (School of Hygiene and Tropical Medicine, London, UK) stellte eine Hybrido-
mazelllinie bereit, die den mAk M2D3H produziert [145]. Fir die durchgefiihrten Experimente
wurde der zehnfach aufkonzentrierte Zellkulturiiberstand verwendet. Tabelle 3 gibt einen
zusammenfassenden Uberblick tber die verwendeten monoklonalen Antikérper und deren
Spezifitat. Des Weiteren stellte Prof. Dr. Irma van Die das DC-SIGN-Fc Konstrukt (0,8 mg/mL)
bereit [146]. Zur Visualisierung von Antigen-Antikérper-Bindungen im ELISA wurden HRP-
konjugierte Zweit-Antikdrper (goat-anti-mouse und rabbit-anti-human IgG spezifisch fir die
Gamma-Kette) von Dako (Glostrup, Danemark) verwendet.

mAKk Spezifitat Referenz

273-3E1-A Gal(B1-4)[Fuc(a1-3)]GIcNAc [118]

(a-Le™)

259-2A1

(a-LDN) GalNAc(B1-4)GIcNAc [118]

291-3E9-A Personliche Information von

(a-LDN-F) GalNAc(B1-4)[Fuc(al-3)]GIcNAC Prof. Dr. C. H. Hokke

114-5B1-A

(a-LDN-DF) GalNAc(B1-4)[Fuc(al-2)Fuc(al-3)]GIcNAc [118]

'(\Q?I:D_f';N / Fuc(al-3)GalNAc(B1-4)GIcNAC / 6]
uc(al-3)GalNAc(B1-4)[Fuc(al- cNACc

o-F-LDN-F) Fuc(al-3)GalNAc(B1-4)[Fuc(al-3)]GIcNA

Tabelle 3 Verwendete monoklonale Antikérper und deren Spezifitéat

Fur eine Ubersicht zu den Abkirzungen der einzelnen Kohlenhydratepitope vgl. Tabelle 1. GIcNAc,
N-Acetylglucosamin; Gal, Galactose; GalNAc, N-Acetylgalactosamin; Fuc, Fucose.

3.3.3 Enzyme

Zur strukturellen Charakterisierung des Kohlenhydrat- und Ceramidanteils nativer GSL wurden
diese mit folgenden Enzymen hydrolysiert: Rekombinante Endoglycoceramidase Il (rEGC II)
aus Rhodococcus sp. (Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan) und Sphingolipid-Ceramid-N-

Deacylase (SCDase) aus Pseudomonas sp. (Sigma-Aldrich, Taufkirchen).

3.4  Reinigung und Aufarbeitung von GSL

Der Lipid-Rohextrakt adulter Wiarmer wurde zur weiteren Analytik aufgearbeitet, um

enthaltene Phospholipide und Salze zu entfernen.
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3.4.1 Verseifung des Rohextrakts

Der Rohextrakt wurde zu Beginn der Aufarbeitung einer Verseifung unterzogen, um die bei
der Lipidextraktion ebenfalls extrahierten Phospholipide zu spalten. Zu diesem Zweck wurde
der Rohextrakt im Rotationsverdampfer (Rotavapor® RE-111 von Biichi Labortechnik, Essen)
getrocknet und in 13 mL Methanol aufgenommen. Nach Zugabe von 1,44 mL
1 M Natriummethanolat (in Methanol) wurde der Ansatz kurz im Ultraschallbad (Sonorex von
Bandelin, Berlin) behandelt und anschlieBend fir zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Die
Messung des pH-Wertes sowohl eine Stunde nach Beginn als auch am Ende der Verseifung,
der zu beiden Zeitpunkten im basischen Bereich liegen soll, erbrachte in beiden Fallen einen
Wert von 12. Im Anschluss an die Warmeinkubation wurde der Ansatz mit 96%iger Essigsaure
auf pH 5-7 eingestellt und im Rotationsverdampfer getrocknet.

3.4.2 Umkehrphasenchromatographie

Zur Entsalzung wurden die Glykolipide im Anschluss an die Verseifung einer
Umkehrphasenchromatographie (reversed-phase (RP) chromatography) auf einer C18-
Kartusche unterzogen. Hierbei erfolgt die Adsorption der Glykolipide an das Kartuschen-
material Uber deren hydrophoben Lipidteil, wahrend Salze und weitere polare
Verunreinigungen nicht binden kénnen. Die getrockneten Lipide wurden zu diesem Zweck in
5,1 mL theoretical upper phase (TUP; C:M:W 3:98:74 (v/v/v), mit W =0,1 M Kaliumchlorid
(KCI)) aufgenommen und zehn Minuten im Ultraschallbad behandelt. Anschlieend wurde der
Ansatz weitere zehn Minuten bei 2500 rpm zentrifugiert (Labofuge | von Heraeus, Hanau) und
der Uberstand auf eine 100 mg C18-Kartusche (Chromabond® von Macherey-Nagel, Diiren)
gegeben, welche vor Probenauftrag wie folgt gewaschen und A&quilibriert wurde:
10 Saulenvolumina (SV) Methanol - 10 SV C:M 2:1 (v/v) - 10 SV Methanol - 10 SV C:M 2:1
(v/v) - 10 SV Methanol - 5 SV TUP. Der Probendurchlauf wurde erneut auf die Kartusche
aufgegeben und die gebundenen Lipide anschlieBend mit 10 SV Wasser gewaschen. Die
Elution der gebundenen Lipide erfolgte in zwei Schritten mit 5 SV Methanol (Eluat 1) und 10
SV C:M 1:1 (viv) (Eluat 2). Jeweils 1% von Eluat 2, Waschwasser (WW) und zweitem
Probendurchlauf sowie 0,5% von Eluat 1 wurden einer HPLC-basierten Monosaccharid-

Analyse (3.5) unterzogen.

3.4.3 Hochleistungsdinnschichtchromatographie

Die Hochleistungsdiinnschichtchromatographie (high-performance thin layer chromatography
(HPTLC)) diente nach Verseifung der Phospholipide (3.4.1) und anschliel3ender Reinigung der
GSL Uber RP-Chromatographie (3.4.2) der ersten Qualitatskontrolle der GSL-Aufarbeitung.

Basierend auf der Adsorption des hydrophilen Kohlenhydratanteils von GSL an die mit
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Silikagel beschichtete HPTLC-Platte konnen diese entsprechend der GroRe ihrer
Kohlenhydrat-Komponenten voneinander getrennt werden [147].

Hierzu wurden jeweils 1% des Probendurchlaufs, des WW und beider Eluate der RP-
Chromatographie unter Stickstoffstrom getrocknet, in 20 pL C:M:W 10:10:1 (v/v/v) aufgenom-
men und kurz im Ultraschallbad behandelt. Der Probenauftrag auf die HPTLC-Platte
(Kieselgel 60 von Merck) mittels Mikroliterspritze (von Hamilton, Graubiinden, Schweiz)
erfolgte auf zuvor mit weichem Bleistift markierten, 3 mm breiten Spuren. Der Abstand der
einzelnen Spuren zueinander betrug 5 mm, die Abstdnde von den seitlichen Randern und
dem unteren Rand jeweils 1,5 cm. Nach Trocknung der Proben unter einem warmen Luftstrom
erfolgte die Entwicklung der Platte mit C:M:W 50:40:10 ((v/v/v), mit W = 33,5 mM KCI) in
einem automatischen Entwicklungsgerat (DC-MAT-F von Laborgerate Baron, Reichenau). Als
Standards wurden jeweils 5 pL Qualmix (Matreya Inc., Pleasant Gap, PA, USA) und Le*-
tragendes Neo-Glykolipid eingesetzt. Im Anschluss an die Entwicklung wurde die Platte unter
einem warmen Luftstrom getrocknet und die chromatographisch getrennten GSL chemisch
detektiert [148].

Durch Inkubation der HPTLC-Platte in einer lodkammer lassen sich Lipide aufgrund der
reversiblen Anlagerung von lod an Doppelbindungen nachweisen (Detektionsgrenze 1 ug).
Die Inkubation erfolgte fir 20 bis 30 Minuten bei Raumtemperatur (RT). Die sich einstellende
Gelbfarbung konnte anschlieRend unter einem Luftstrom wieder entfernt werden und die
Platte zum chemischen Nachweis von Kohlenhydraten weiterverwendet werden.

Hierzu wurde die Platte vollstandig mit Derivatisierungsreagenz (0,2 g Orcinol in 100 mL 2 M
Schwefelsaure) bespriht und bis zur sich einstellenden violetten Farbung im Ofen bei 110°C
inkubiert (Detektionsgrenze 200 ng). Die Platte wurde anschlieRend zur photographischen

Dokumentation gescannt und bei -20°C gelagert.

3.4.4 Normalphasenchromatographie

Die entsalzten Glykolipide wurden mittels Normalphasenchromatographie (normal-phase (NP)
chromatography) auf einer Silika-Kartusche (Sep-Pak® von Waters, Eschborn) fraktioniert, um
die Heterogenitat der in der Probe vorhandenen Glykolipid-Spezies fur Folge-Analysen zu
verringern. Die im Wesentlichen Uber ihre Kohlenhydrat-Komponente an die Kartusche
adsorbierten GSL werden hierbei mit Gemischen organischer Lésungsmittel aufsteigender
Polaritat vom NP-Material eluiert, so dass die sich ergebende Trennung Uberwiegend auf der
GroRe der entsprechenden Kohlenhydrat-Komponenten beruht. Hierzu wurden die unter
Stickstoff getrockneten GSL in 1 mL Chloroform aufgenommen, finf Minuten im Ultraschall-
bad behandelt und anschlieBend auf eine zuvor mit 5 mL Chloroform &aquilibrierte 500 mg

Silika-Kartusche aufgetragen. Nachdem der Probendurchlauf erneut auf die Kartusche aufge-
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tragen wurde, erfolgte die Elution der gebundenen GSL schrittweise mit jeweils 5 mL der
folgenden Losungsmittelgemische: C:M 90:10 (v/v) - C:M 80:20 (v/v) - C:M 70:30 (v/v) - C:M
60:40 (v/v) - C:M 40:60 (v/v) - C:M:W 60:35:8 (v/viv) - C:M:W 30:60:8 (v/iviv) und C:M:W
10:70:20 (v/viv). Jeweils 1% der entsprechenden Fraktionen und 5% des zweiten Proben-
durchlaufs wurden einer HPLC-basierten Monosaccharid-Analyse (3.5) unterzogen.
Abweichend von der hier beschriebenen Fraktionierung der GSL aus adulten Wirmern
erfolgte die Elution von GSL aus Cercarien mit folgenden Losungsmittelgemischen: C:M 90:10
(v/v) - C:M 80:20 (v/v) - C:M 70:30 (v/v) - C:M 65:35 (v/v) - C:M 60:40 (v/v) - C:M 55:45 (v/v) -
C:M 50:50 (v/v) - C:M 40:60 (v/v) - C:M:W 65:25:4 (viviv) - C:M:W 60:35:8 (viviv) - C:M:W
30:60:8 (v/viv) und C:M:W 10:70:20 (v/V/v).

3.5 HPLC-basierte Monosaccharid-Analyse

Die sowohl quantitative als auch qualitative Bestimmung der in einer Probe enthaltenen
Monosaccharid-Bausteine basiert auf einer HPLC (high-performance liquid chromatography)-
gestutzten Trennung ihrer fluoreszierenden Anthranilsdure-Derivate [149]. Ein Aliquot der
entsprechenden Probe wurde hierzu unter Stickstoffstrom getrocknet, mit 200 uL 4 N Trifluor-
essigsaure (TFA) versetzt, kurz im Ultraschallbad behandelt und zur vollstandigen Hydrolyse
der enthaltenen Kohlenhydrate flr vier Stunden bei 100°C inkubiert. Der Ansatz wurde
anschlieRend im Vakuumkonzentrator (SpeedVac® Jouan RC 10.22 von Thermo Scientific,
Bellefonte, PA, USA) getrocknet und in 10 pL 0,6%iger Natriumacetat (NaAc)-Lésung (w/v)
aufgenommen. Die reduktive Aminierung der freigesetzten Monosaccharide mit Anthranilsédure
erfolgte durch Zugabe von 50 pL Derivatisierungsreagenz (6 mg/mL Anthranilsdure und
20 mg/mL Natriumcyanoborhydrid in methanolischer Lésung mit 2,4% NaAc (w/v) und 2,0%
Borsaure (w/v)) und anschlieBende Inkubation des Reaktionsansatzes flir 45 Minuten bei
80°C. Nach beendeter Inkubation wurden die Anséatze mit Laufmittel A (vgl. hierzu Tabelle 4)
auf 200 pL aufgefillt und gemischt. Die Trennung der Anthranilsaure-Derivate erfolgte mittels
RP-HPLC (Sé&ule: LiCroCart® 250-4, Superspher® 100 RP-18e, Merck, Darmstadt) bei einer
Saulentemperatur von 40°C unter unten dargestelltem Stufen-Gradienten (Tabelle 4,
Abbildung 4). Das Injektionsvolumen betrug 20 pL und der Fluss 1 mL/min. Die anschlieBende
fluoreszenzphotometrische Detektion erfolgte bei A=425 nm mit einer Anregungswellenldnge
von A=360 nm.

Ein externer Standard (Stammlosung jeweils 1 mg/mL N-Acetylglucosamin, N-Acetyl-
galactosamin, Galactose, Mannose, Glucose, Xylose und Fucose) diente sowohl der
qualitativen als auch quantitativen Bestimmung der analysierten Monosaccharid-Bausteine
Uber Retentionszeiten-Vergleich bzw. Uber Erstellung einer Kalibriergeraden anhand der

integrierten Peakflachen. Die Erstellung der Kalibriergeraden erfolgte auf Grundlage von drei
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bis vier Verdinnungen der Stammlésung, deren Konzentrationen je nach erwartetem
Kohlenhydratgehalt der analysierten Probe jeweils zwischen 2,5 und 30,0 ng Mono-
saccharid/Peak eingestellt wurden. Zur Kontrolle der vollstandigen Hydrolyse der analysierten
Kohlenhydrate zu Monosaccharid-Bausteinen wurde Blutgruppen A-Trisaccharid eingesetzt,
welches aus N-Acetylgalactosamin, Galactose und Fucose in dquimolarem Verhaltnis besteht.

Zeit[min] LMA[%] LM B [%]

100 1~
0 95 5
80 -
4 95 5 -
S 60 -
35 80 20 e
36 0 100 = 401
46 0 100 20 A
47 95 5 0 . . .
60 9 0 20 40 60
> > Zeit (min)
Tabelle 4 Gradient zur HPLC-basierten Abbildung 4 Gradient zur HPLC-basierten
Monosaccharid-Analyse Monosaccharid-Analyse

LM A (Laufmittel A): 0,1% Butylamin,

0,5% Phosphorsaure,

1,0% Tetrahydrofuran in Wasser (v/v/v)
LM B (Laufmittel B): LM A:Acetonitril (ACN) 1:1 (v/v)

3.6  Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
3.6.1 ELISA mit mAk gegen Kohlenhydratepitope

Zur immunbasierten Charakterisierung der Kohlenhydratepitope von GSL adulter Wirmer
wurden die fraktionierten GSL im ELISA bezuglich ihrer Interaktion mit verschiedenen mAk
(vgl. Tabelle 3) untersucht. Hierzu wurden 96 well-Platten (Polysorb® von Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) mit jeweils 30 ng GSL der einzelnen Fraktionen pro well
beschichtet, indem die getrockneten GSL in 50 uL n-Propanol aufgenommen, kurz im
Ultraschallbad behandelt und die Platten anschlieBend nach Beflllen der wells bei 37°C im
Warmeschrank bis zur vollstandigen Verdampfung des Losungsmittels inkubiert wurden. Die
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte mit TBS (25 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM
Natriumchlorid (NaCl), 2% bovines Serumalbumin (BSA) (w/v)) fir 16 Stunden bei 4°C. Die
Platten wurden zweimal mit TTBS-10 (TBS:Wasser 1:1 (v/v) + 0,05% Tween®20 (v/v))
gewaschen und mit den mAk fir 16 Stunden bei 4°C inkubiert. Hierzu wurden die ent-
sprechenden Zellkulturiiberstdnde in TTBS-10B (TTBS-10 + 0,25% BSA (w/v)) 1:1000 (fur
M2D3H) bzw. 1:500 verdiunnt. Nach beendeter Inkubation wurden die Platten flinfmal mit
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TTBS-10 gewaschen und mit HRP-konjugiertem goat-anti-mouse Antikérper (Verdinnung
1:2000 in TTBS-10B) fur zwei Stunden bei RT inkubiert. Nachdem die Platten finfmal mit
TTBS-10 gewaschen wurden, erfolgte zur Visualisierung der Antigen-Antikdrper-Bindungen
eine Inkubation mit 3,3°,5,5° Tetramethylbenzidin (TMB) bei RT. Die HRP-vermittelte enzyma-
tische Umsetzung von TMB zu einem blauen Farbstoff wurde je nach Intensitat des
Farbumschlags, spatestens jedoch nach 30 Minuten durch Zugabe von 0,5 M Schwefelsaure
abgestoppt. Die Messung der Extinktion an einem ELISA Reader (BioTek, Bad Friedrichshall)
erfolgte bei einer Wellenl&dnge von A=450 nm.

Die ELISA Experimente der einzelnen Fraktionen erfolgten jeweils als Doppelbestimmung. Um
unspezifische Bindungen des eingesetzten Zweit-Antikbrpers auszuschlieBen, wurden die
GSL anstelle von Erst-Antikérper parallel mit TTBS-10B inkubiert. Diese Negativkontrolle
erfolgte ebenfalls als Doppelbestimmung. SEA (200 ng pro Well in 50 mM Natriumcarbonat
(Na,COy)) diente in allen ELISAs als Positivkontrolle.

3.6.2 ELISA mit DC-SIGN-Fc Konstrukt

Die fraktionierten GSL von adulten Wirmern wurden im ELISA Uber die Bindung durch ein
DC-SIGN-Fc Konstrukt hinsichtlich ihrer DC-SIGN-Bindungseigenschaften charakterisiert.
Hierzu wurde eine 96 well-Platte (Polysorb®) mit jeweils 30 ng GSL der einzelnen Fraktionen
pro well beschichtet, indem die getrockneten GSL in 50 uL Ethanol aufgenommen, kurz im
Ultraschallbad behandelt und die Platte nach Befiillen der wells fir eine Stunde bei 37°C
inkubiert wurde. Nachdem die Platte viermal mit TST (TSM + 0,1% Tween®20 (v/v); TSM:
20 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM Kalziumchlorid, 2 mM Magnesiumchlorid)
gewaschen wurde, erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit TSB (TSM +
1% BSA (w/v)) fir 30 Minuten bei 37°C. Die Platte wurde anschlieRend mit TST gewaschen
und mit DC-SIGN-Fc Konstrukt (Verdiinnung 1:100 in TSB) fir eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Nach beendeter Inkubation wurde die Platte viermal mit TST gewaschen und mit HRP-
konjugiertem rabbit-anti-human IgG Antikorper (Verdiinnung 1:6000 in TST) fur 90 Minuten bei
37°C inkubiert. Nachdem die Platte viermal mit TST gewaschen wurde, erfolgte zur
Visualisierung der Antigen-Antikdrper-Bindungen eine Inkubation mit TMB bei RT. Die HRP-
vermittelte enzymatische Umsetzung von TMB zu einem blauen Farbstoff wurde je nach
Intensitat des Farbumschlags, spéatestens jedoch nach 30 Minuten durch Zugabe von 0,5 M
Schwefelsaure abgestoppt. Die Messung der Extinktion erfolgte bei einer Wellenlange von
A=450 nm.

Der DC-SIGN-Bindungsassay wurde jeweils als Doppelbestimmung durchgefihrt. Um
unspezifische Bindungen des eingesetzten Zwei-Antikorpers auszuschlie3en, wurden die GSL

anstelle von DC-SIGN-Fc Konstrukt parallel mit TSB inkubiert. Diese Negativkontrolle erfolgte
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ebenfalls als Doppelbestimmung. Le*-PAA und Glucitol-PAA (jeweils 200 ng pro Well in
50 mM Na,COs,) dienten als Positiv- bzw. Negativkontrolle fir eine Bindung durch das DC-
SIGN-Fc Konstrukt.

3.7 Enzymatischer Verdau nativer GSL

3.7.1 Verdau mit rEGC Il

Der enzymatische Verdau nativer GSL mit rEGC Il fuhrt Gber Spaltung der O-glykosidischen
Bindung zwischen Kohlenhydrat- und Ceramidteil zur Freisetzung der nativen Oligo-
saccharide.

Zu diesem Zweck wurden 1,25 pg GSL unter Stickstoffstrom getrocknet, in 100 pL Verdau-
puffer (50 mM NaAc, pH 5,5 + 0,1% Natriumtaurodeoxycholat (TDC) (w/v)) aufgenommen,
kurz im Ultraschallbad behandelt und nach Zugabe von 20 mU rEGC Il fir insgesamt 72 Stun-
den bei 37°C inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurden dem Ansatz
weitere 20 mU und nach 48 Stunden weitere 15 mU rEGC Il zugegeben. Nach der anschlie-
Benden Zugabe von 400 uL Wasser erfolgte die Trennung der freigesetzten Oligosaccharide
von nicht umgesetzten GSL und freigesetzten Ceramiden mittels RP-Chromatographie.

Hierzu wurde eine 100 mg C18-Kartusche mit jeweils 10 SV der folgenden Ldsungsmittel
(-gemische) gewaschen und &quilibriert: Methanol - Wasser - 0,1% TFA - 0,1% TFA:ACN
80:20 (v/v) - 0,1% TFA:ACN 60:40 (v/v) - 0,1% TFA:ACN 40:60 (v/v) und Wasser. Die Probe
wurde mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 1 mL aufgefillt und auf die vorbereitete
Kartusche gegeben. Der Probendurchlauf wurde erneut aufgetragen, die Kartusche
anschlieRend mit 10 SV 0,1% TFA gewaschen und das WW mit dem zweiten Probendurchlauf
vereinigt. Die in diesem Pool enthaltenen Oligosaccharide wurden in der SpeedVac®
getrocknet. Die an der C18-Kartusche gebundenen lipophilen Komponenten wurden mit
jeweils 5 SV an 0,1% TFA:ACN 80:20 (v/v) - 0,1% TFA:ACN 60:40 (v/v) und 0,1% TFA:ACN
40:60 (v/v) eluiert. Zur anschlieRenden Entsalzung der getrockneten Oligosaccharide mittels
PGC (porous graphitic carbon)-Kartusche (Thermo Scientific) wurden diese in 500 pL Wasser
aufgenommen und auf eine wie folgt gewaschene und A&quilibrierte 1 mg Kartusche
aufgegeben: 5 SV Wasser - 5SV 0,1% TFA:ACN 80:20 (v/v) - 5SV 0,1% TFA:ACN 20:80
(v/v) und 5 mL Wasser. Nach erneuter Aufgabe des Probendurchlaufs und Waschen der
gebundene Oligosaccharide mit 1 mL Wasser erfolgte deren Elution in drei Schritten mit
jeweils 500 puL der folgenden Ldsungsmittelgemische: ACN:Wasser 25:75 (viv) -
ACN:0,1% TFA 25:75 (v/v) - ACN:Wasser 40:60 (v/v). Das Gesamteluat wurde in der
SpeedVac® getrocknet und jeweils 5% des zweiten Probendurchlaufs und des WW einer

HPLC-basierten Monosaccharid-Analyse (3.5) unterzogen.
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3.7.2 Verdau mit SCDase

Der enzymatische Verdau nativer GSL mit SCDase fiihrt Uber Spaltung der Saureamid-
bindung zwischen Fettsdure und Sphingoidbase zur Freisetzung der gebundenen Fettsdure
und Bildung der entsprechenden Lyso-Glykosphingolipide (Lyso-GSL) [150, 151]. Hierzu
wurde eine modifizerte Methode des enzymatischen Verdaus im biphasischen System von
Kurita et al. [152] und Li et al. [153] eingesetzt, deren schematischer Ablauf in Abbildung 5
zusammenfassend dargestellt ist.

2,5 nmol GSL wurden unter Stickstoffstrom getrocknet, in 10 pL Verdaupuffer (50 mM NaAc
pH 6,0 + 0,8% TDC (w/v)) aufgenommen, kurz im Ultraschallbad behandelt und mit 3 mU
SCDase versetzt. Nach Uberschichten des Reaktionsansatzes mit 100 pL n-Hexan wurde der
Verdau fir 16 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die organische Phase
vorsichtig abpipettiert und der Fettsaureanalytik (3.9 und 3.10.3) unterzogen. Nach Auffillen
der wassrigen Phase mit detergensfreiem Verdaupuffer auf ein Volumen von 20 L erfolgte
die Isolierung und Reinigung der enthaltenen Lyso-GSL mittels RP-Chromatographie an C18-
NuTips® (Sunchrom GmbH, Friedrichsdorf).

Hierzu wurden die NuTips® mit Losungsmittel A (LM A; ACN:Wasser 1:9 (v/v)) und Lésungs-
mittel B (LM B; ACN:Methanol 1:9 (v/v)) im Mischungsverhaltnis 8:2 (v/v) gewaschen und mit
detergensfreiem Verdaupuffer aquilibriert. Die anschliel3ende Adsorption der Lyso-GSL an das
Festphasen-Extraktionsmaterial erfolgte durch 70faches Aspirieren der wassrigen Phase. Die
adsorbierten Lyso-GSL wurden zweimal durch jeweils 70faches Aspirieren von detergens-
freiem Verdaupuffer gewaschen und in entsprechender Weise mit jeweils 20 pL der folgenden
Ldsungsmittel (-gemische) fraktioniert eluiert: LM A:LM B 8:2 (v/v) (3x) - LM A:LM B 6:4 (v/v) -
LM A:LM B 4:6 (v/v) - LM A:LM B 2:8 (v/v) - LM B - Methanol - ACN (2x). Nach massenspek-
trometrischer Kontrolle (3.10.1) der einzelnen Fraktionen wurden die Lyso-GSL-enthaltenden
Fraktionen zu gleichen Volumenanteilen gepoolt.

AnschlieBend wurden die noch in der wassrigen Phase des Verdauansatzes enthaltenen
Fettséduren mittels Chloroform-Methanol-Extraktion isoliert. Die wassrige Phase wurde zu
diesem Zweck mit 80 uL Wasser verdunnt, durch Zugabe von 2 pL 6 N Salzsdure auf pH 2
eingestellt und mit 100 uL C:M 1:1 (v/v) versetzt. Die Extraktion der Fettsduren erfolgte durch
kraftiges Schitteln (5 min) des Extraktionsansatzes mit anschlieRender Zentrifugation und
vorsichtiger Isolierung der unteren organischen Phase mittels Mikroliterspritze. In beschrie-
bener Weise wurde die Extraktion noch zweimal mit jeweils 100 pL Chloroform wiederholt und

die gewonnenen Extrakte einer Fettsaureanalytik (3.9 und 3.10.3) unterzogen.
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Hexan
5 /

Z 2.5 nmol GSLs in Verdaupuffer
+ 3 mU SCDase

Inkubation 116 Stunden, 37°C

— T

organische Phase wassrige Phase SPE.
C18-NuTip®
nicht-hydroxylierte Chloroform-Methanol-Extraktion J )
Fettsauren hydroxylierter Fettsauren

GC-MS Analyse der O-acetylierten Fettsauremethylester

Abbildung 5 Enzymatischer Verdau nativer GSL mit SCDase

Schematische Darstellung des workflows zum Verdau nativer GSL mit SCDase im biphasischen
System. SPE; solid phase extraction - Festphasen-Extraktion.

3.8  Chemische Derivatisierung von Oligosacchariden

Zur detaillierten massenspektrometrisch-gestiitzen Strukturanalyse wurden die enzymatisch

freigesetzten Oligosaccharide verschiedenen Derivatisierungen unterzogen.

3.8.1 Reduktion

Die Reduktion nativer Oligosaccharide Uberfiihrt die am reduzierenden Ende vorliegende
Aldehydgruppe in einen primaren Alkohol.

Die in der SpeeVac® getrockneten Oligosaccharide wurden hierzu mit 500 uL Reduktions-
reagenz (10 mg/mL Natriumborhydrid in 0,01 M Natronlauge) versetzt und fiir 16 Stunden bei
RT inkubiert. Nach beendeter Inkubation wurde der Reaktionsansatz im Eisbad unter tropfen-
weiser Zugabe von 96%iger Essigsaure auf pH 5 eingestellt und in der SpeedVac® getrocknet.
Die Reinigung der reduzierten Oligosaccharide von Borsaure erfolgte durch dreimalige
Zugabe von jeweils 500 puL Methanol (+ 1% Eisessig (v/v)) mit anschlieRender Trocknung
unter Stickstoffstrom.

Die darauffolgende Entsalzung der reduzierten und gereinigten Oligosaccharide erfolgte
mittels PGC-Kartusche entsprechend der unter 3.7.1 beschriebenen Entsalzung enzymatisch
freigesetzter Oligosaccharide. Abweichend hiervon wurden die an das Kartuschen-Material
adsorbierten Oligosaccharide in drei Schritten mit jeweils 500 pL ACN:0,1% TFA 25:75 (v/V) -
ACN:0,1% TFA 40:60 (v/v) und ACN:0,1% TFA 60:40 (v/v) fraktioniert eluiert [154]. Das
Gesamteluat wurde in der SpeedVac® getrocknet und die reduzierten Oligosaccharide einer

Permethylierung (3.8.2) unterzogen.
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3.8.2 Permethylierung

Mittels Permethylierung werden die unsubstituierten Hydroxylgruppen von Oligosacchariden in
Methylether Gberfuhrt.

Zu diesem Zweck wurden die getrockneten Oligosaccharide mit 300 pL wasserfreiem
Dimethylsulfoxid versetzt, nach Zugabe einer Spatelspitze fein gemdrserten Natriumhydroxids
funf Minuten lang geschittelt und anschlie@end eine Minute bei 2500 g zentrifugiert. Nach
Zugabe von 50 puL lodmethan, erneutem Schitteln und Zentrifugieren unter oben
angegebenen Bedingungen erfolgte die Inkubation des Reaktionsansatzes unter Schiitteln fur
40 Minuten bei RT. AnschlieRend wurden im Eisbad jeweils 1 mL 10%ige Essigsaure und
Dichlormethan zugegeben, die obere wassrige Phase nach Schitteln (5 min) und
Zentrifugation (1 min) abpipettiert und zur unteren organischen Phase, welche die
permethylierten Oligosaccharide enthielt, 1 mL 10%ige Essigsaure im Eisbad zugegeben. Die
obere wassrige Phase wurde nach Schitteln (5 min) und Zentrifugieren (1 min) erneut
abpipettiert und die organische Phase viermal jeweils durch Zugabe von 1 mL Wasser mit
anschlielendem Schitteln (3 min), Zentrifugieren (1 min) und Verwerfen der wassrigen Phase
gewaschen. Die verbleibende organische Phase wurde fiir 30 Minuten bei -20°C gelagert und
anschlielend von gefrorenem Restwasser abgenommen. Die Trocknung der permethylierten

Oligosaccharide erfolgte durch Abblasen des Chloroforms unter Stickstoffstrom.

3.9  Chemische Derivatisierung von Fettsauren

Die nach enzymatischem Verdau nativer GSL mit SCDase sowohl in der Hexanphase
enthaltenen als auch durch Chloroform-Methanol-Extraktion des wassrigen Verdauansatzes
gewonnen Fettsdauren (3.7.2) wurden durch Hydrolyse nach Gaver und Sweeley und
anschlieRender Acetylierung einer massenspektrometrisch-gestiitzen Analyse zugéanglich

gemacht.

3.9.1 Hydrolyse nach Gaver und Sweeley

Die organischen Phasen wurden hierzu unter Stickstoffstrom getrocknet und nach Zugabe von
500 pL Hydrolyselésung (1,057 mL 30%ige Salzsaure (v/v), 0,95 mL Wasser, 7,993 mL
Methanol) fur 16 Stunden bei 100°C inkubiert. Die dabei in Methylester Gberfuhrten Fettsduren
wurden anschlieBend aus dem Reaktionsansatz durch dreimalige Extraktion mit n-Hexan

isoliert und unter Stickstoffstrom getrocknet [155].

3.9.2 Acetylierung

Die Acetylierung der getrockneten Fettsduremethylester erfolgte nach Zugabe von 200 pL

Essigsaureanhydrid und 50 pL Pyridin  durch Inkubation des Reaktionsansatzes fur
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16 Stunden bei RT im Dunkeln. Die O-acetylierten Fettsduremethylester wurden anschliel3end
unter Stickstoffstrom getrocknet und Uber GC-gekoppelte Massenspektrometrie analysiert
(3.10.3).

3.10 Massenspektrometrische Analysen

Basierend auf der Bestimmung von Molekil- bzw. Fragmentionenmassen ermdoglicht die
Massenspektrometrie die strukturelle Charakterisierung unterschiedlichster Verbindungen.
Wahrend die massenspektrometrische Untersuchung intakter Molekiile einen Uberblick tiber
die Heterogenitat der Probe und die Zusammensetzung einzelner Molekile gibt, liefern
strukturspezifische Fragmentierungspfade in MS/MS bzw. MS" Experimenten detaillierte
Informationen zur Struktur der einzelnen Komponenten.

Im Bereich der Glykosphingolipid-Analytik bieten die Massenspektrometrie und die mit ihr
gekoppelten Methoden weitreichende Charakterisierungsmaglichkeiten [156, 157].

3.10.1 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Diese Methode stellt eine der am haufigsten verwendeten Methoden zur Strukturanalyse von
Kohlenhydraten und Glykokonjugaten dar [158]. Sie basiert auf einer matrixunterstiitzten
Laserdesorptionsionisation (matrix-assisted laser desorption/ionisation (MALDI)) der Analyt-
molekille mit nachgeschalteter Trennung der generierten Pseudomolekilionen ([M+H]",
[M+Na]", [M+K]", etc.) im Flugzeit-Massenanalysator (time-of-flight (TOF)).

Die in dieser Arbeit beschriebenen MALDI-TOF-Experimente wurden an einem Ultraflex |
Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Bremen) durchgefiihrt, welches mit einem Stickstoff-
Laser (337 nm) ausgerUstet ist. Fur alle durchgefihrten Experimente wurde das Gerat im
positiven Reflektron-Modus betrieben. Soweit nicht anders vermerkt, basierten
Fragmentierungen in MS/MS-Experimenten auf laserinduzierten Dissoziationen (laser induced
dissociation (LID)). Die Kalibrierung erfolgte mittels peptide calibration standard (Bruker). Die
generierten Spektren sind Summenspektren aus jeweils 300-600 Einzelmessungen, die
angegebenen Masse/Ladungs-Quotienten (m/z) sind auf eine Nachkommastelle gerundet. Zur
Kokristallisation wurden Analyt- und Matrixlésung in einem geeigneten Mischungsverhaltnis
auf den Probenteller (Anchorchip 600, Bruker) gespottet und unter einem warmen Luftstrom
getrocknet.

Die Untersuchung nativer GSL in MS- und MS/MS-Experimenten erfolgte mit gleichen
Volumenanteilen von Probe (1-10 pmol in C:M:W 10:10:1 (v/v/v)) und 6-Aza-2-Thiothymin
(ATT)-Matrix (35 mM ATT, 25 mM Natriumhydrogencarbonat). Native und permethylierte
Oligosaccharide (10 ng/uL in Wasser bzw. M:W 1:1 (v/v)) wurden mit ATT-Matrix im Verhéaltnis
1:2 (v/v) gespottet. Als Matrix fur die Analyse von Lyso-GSL diente ein Gemisch aus gleichen

Volumenanteilen von 2,5-Dihydroxybenzoeséaure (10 mg/mL) und Methylendiphosphonséaure
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(10 mg/mL), welches im Volumenverhaltnis 1:1 mit der Probe aufgetragen wurde.
Die Auswertung der generierten Spektren erfolgte mittel FlexAnalysis (Bruker), Glyco-
Peakfinder [159] und GlycoWorkbench Software-Tools [57].

3.10.2 ESI-Massenspektrometrie

Dieser massenspektrometrischen Methode liegt eine Elektrospray-lonisation (ESI) fllissiger
Analytmolekiile unter Hochspannung zugrunde [160]. Experimente im Rahmen dieser Arbeit
wurden an einem Esquire 3000 Massenspektrometer (Bruker) durchgefihrt, welches zur
massenabhangigen Trennung der lonen mit einer lonenfalle ausgestattet ist und Helium als
Kollisionsgas fiir MS"-Experimente verwendet.

Die getrocknete Probe wurde in einem geeigneten Ldsungsmittel aufgenommen und ein
Aliquot (3 bis5puL) in eine metallbeschichtete Borosilikat-Nadel (Proxeon, Odense,
Déanemark) gefillt. Der lonisationsprozess erfolgte bei einer Spannung von 600 bis 900 V und
gleichzeitiger Trocknung im Stickstoffstrom (150°C, 6 L/min). Die resultierende Stromstarke
lag zwischen 30 und 40 nA. Permethylierte Oligosaccharide wurden zur Analyse in M:W 1:1
(v/v) (+ 0,1% Ameisensaure (v/v)) und Lyso-GSL in ACN:W 4:1 (v/v) (+ 0,1% Ameisensaure
(v/v)) aufgenommen.

Die generierten Spektren sind Summenspektren aus 20 bis 100 Einzelspektren. lhre Aus-
wertung erfolgte mittels DataAnalysis (Bruker), Glyco-Peakfinder [159] und GlycoWorkbench
Software-Tools [57].

3.10.3 GC-gekoppelte Massenspektrometrie

Mit Hilfe dieser Methode wurden die, zum Teil O-acetylierten, Fettsduremethylester (3.9)
gaschromatographisch (GC) getrennt und anschlieRend massenspektrometrisch detektiert
[161]. Experimente im Rahmen dieser Arbeit wurden an einem Trace-GC durchgefiihrt,
welcher mit einem Best-PTV Injektor ausgestattet und einem Polaris Q Massenspektrometer
(alle Thermo Electron, Karlsruhe) gekoppelt ist. Die Fettsauremethylester wurden in 50 pL
n-Hexan aufgenommen und ein 5 pL Aliquot autosamplergesteuert (GC PAL von CTC
Analytics, Zwingen, Schweiz) injiziiert, wobei der Injektor im Solvent-Split Mode unter dem in
Tabelle 5 und Abbildung 6 dargestellten Temperaturprogramm betrieben wurde. Die chroma-
tographische Trennung des Analyten erfolgte Uber eine VF-5ms Kapillarsaule (Lange 60 m,
Innendurchmesser 0,25 mm, Filmdicke 0,1 um von Varian Inc., Darmstadt) mit Helium als
Tragergas (Reinheitsgrad 5.0; Fluss 1,2 mL/min). Der Saulenofen wurde hierzu in dem in
Tabelle 5 und Abbildung 6 dargestellten Temperaturprogramm betrieben. Die anschlieRende
lonisierung der Analytmolekile basierte auf Elektronenstof3-lonisation. Die ldentifizierung der,

partiell O-acetylierten, Fettsauremethylester erfolgte anhand der detektierten Retentionszeiten
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und entsprechenden Massenspektren im Vergleich zu den eingesetzten Fettsaure-Standards.
Als Standard fiir nicht hydroxylierte Fettsauren diente Supelco® 37 Component FAME Mix
(Sigma-Aldrich). Die hydroxylierten Fettsaure-Standards der Palmitin- und Lignocerinsaure
waren von Matreya Inc. (Pleasant Gap, PA, USA). Die Auswertung der generierten Chromato-
gramme und Spektren erfolgte mittels Xcalibur (Thermo Electron).

A. Injektor B. Saulenofen
Zeit Temperatur [°C] Zeit Temperatur [°C]
0 50 0 50
18" 50 1'52,8" 50
1'6" 290 3'52,8" 130
30' 290 25'7,8" 300
30' 300

Tabelle 5 Temperaturprogramme der GC-MS-gestitzten Analyse von Fettsduren

350 -
300 A —
O 250 4
S 200 -
3
2 150 A
£ ——Saulenofen
2 100 -
50 - ——Injektor
0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Zeit [min]

Abbildung 6 Temperaturprogramme der GC-MS-gestitzten Analyse von Fettséauren
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4 Ergebnisse

4.1 Entwicklung einer Methode zum enzymatischen Verdau nativer
GSL mit SCDase im Mikro-Mal3stab

Zur detaillierten Charakterisierung des Ceramid-Anteils von GSL hinsichtlich distinkter
Fettsaure- und Sphingoidbasen-Zusammensetzungen wurde eine Methode entwickelt, welche
die simultane Analyse beider Komponenten bei kleinstmdglichem Probeneinsatz
gewahrleistet. Der Etablierung dieser Methode diente als Standard Galactosylcerebrosid aus
bovinem Gehirn (Sigma-Aldrich). Im Folgenden wird Galactosylcerebrosid durch die allgemei-
nere Beschreibung Galactosylceramid (GalCer) abgekiirzt.

4.1.1 Massenspektrometrische Untersuchung von GalCer

In der MALDI-MS Analyse von GalCer wurden 20 verschiedene Pseudomolekiilionen [M+Na]*
registriert, welche jeweils GalCer-Komponenten unterschiedlicher Ceramid-Zusammen-
setzungen reprasentierten (m/z 750.6 - 892.8) (Abbildung 7). Das Signal m/z 866.8 konnte
nach Zugabe von 1 pL 4 mM KCI zur Probe als Kaliumaddukt ((M+K]") der Hauptkomponente

m/z 850.7 identifiziert werden (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 7 MALDI-MS Analyse eines
O—Cer ~ GalCer-Standards aus bovinem Gehirn
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In MALDI-MS/MS Analysen von Natriumaddukten ([M+Na]") im LID-Mode sowie von
Lithiumaddukten ([M+Li]") im CID (collision induced dissociation)-Mode konnten detaillierte
Informationen zur Ceramid-Zusammensetzung der Hauptkomponenten gewonnen werden
(Abbildung 9). Fragmentierungspfade und Nomenklatur der hierbei relevanten Fragmentionen
sind in Abbildung 8 schematisch dargestellt.
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Bereits die MALDI-MS/MS Spektren der Natriumaddukte ([M+Na]") beider Hauptkompo-
nenten lieferten das B- und C-Fragmention der endstandigen Hexose (m/z 185.1 bzw. 185.4
und 203.1 bzw. 203.6) sowie die nach Abspaltung der Fettsdure generierte Lyso-GalCer-
Struktur (m/z 484.2 bzw. 484.9) (Abbildung 9A und C). Da Natriumaddukte von Lyso-CMH mit
m/z 484.3 der Sphingoidbase C18-Sphingosin (d18:1) zugeordnet werden kénnen, konnte
basierend auf diesen Experimenten fir GalCer m/z 834.7 die Ceramid-Zusammensetzung
d18:1/Lignocerinsdure (C24:0) sowie fur GalCer m/z 850.7 die Zusammensetzung
d18:1/hydroxylierte Lignocerinsaure (C24h:0) berechnet werden.

Abbildung 8 Fragmentierungspfade von GalCer

Schematische Darstellung moglicher Fragmentierungspfade von GalCer am Beispiel der GalCer-
Komponente bei m/z 834.9 ([M+Li]"). Der Ceramid-Anteil besteht aus C18-Sphingosin (d18:1) und
hydroxylierter Lignocerinsdure (C24h:0). Gebildete Fragmentionen sind entsprechend der Nomen-
klatur von Domon und Costello [162] sowie Adams und Ann [163] benannt. Durch einfache bzw.
doppelte Wasserabspaltung gebildete Sekundarfragmente werden mit J', N, O' bzw. N"
gekennzeichnet. Gelber Kreis, Galactose.

Die Verifizierung der ermittelten Ceramid-Zusammensetzungen erfolgte durch Fragmentierung
der Lithiumaddukte ([M+Li]") im CID-Mode (Abbildung 9B und D).

Neben den B- und C-Fragmentionen der endstandigen Hexose (m/z 169.2 bzw.169.1, 187.2)
sowie dem Lyso-GalCer bei m/z 468.4 bzw. 468.5 wurden in der MALDI-MS/MS Analyse der
GalCer-Komponenten m/z 818.9 und 834.9 (Abbildung 9B und D; Pfeile) Z und Y-Fragment-
ionen der freigesetzten Ceramid-Anteile detektiert (m/z 638.8, 656.4 und 654.5, 672.8). Die
Signalgruppe m/z 306.5, 288.5 und 264.5 bzw. 264.6 konnte der freien Base C18-Sphingosin
sowie den aus einer einfachen und doppelten Wasserabspaltung entstandenen Produkten
zugeordnet werden. Daruber hinaus waren in der MALDI-MS/MS Analyse der GalCer-
Komponente m/z 834.9 die hohe Signalintensitaten des O-Fragmentions sowie von J- und J'-
Fragmentionen als indikativ fur die Prdsenz einer a-Hydroxyfettsdure zu werten
(Abbildung 9D). Im Vergleich dazu wurden bei der Analyse der GalCer-Komponente
m/z 818.9, deren Fettsaure mit nicht-hydroxylierter Lignocerinsdure berechnet wurde, ent-

sprechende Fragmentionen in nur sehr geringen Signalintensitéaten registriert (Abbildung 9B).
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Abbildung 9 MALDI-MS/MS Analyse der Hauptkomponenten von GalCer

Massenspektrometrische Untersuchung der
Abbildung 7) im LID-Mode (A und C) bzw. CID-Mode (B und D). (A), MALDI-MS/MS Spektrum des
Pseudomolekiiions [M+Na]" bei m/z 834.7 (Pfeil). (B), MALDI-MS/MS Spektrum des entsprechen-
den Lithiumadduktes ([M+Li]") bei m/z 818.9 (Pfeil). (C), MALDI-MS/MS Spektrum des Pseudo-
molekillions [M+Na]® bei m/z 850.7 (Pfeil). (D), MALDI-MS/MS Spektrum des entsprechenden
Lithiumadduktes ([M+Li]") bei m/z 834.9 (Pfeil). Die Annotation relevanter Fragmentionen
(IM+Na]") in (A) und (C) bzw. ([M+Li]") in (B) und (D) erfolgte entsprechend der Nomenklatur nach
Domon und Costello [162] sowie Adams und Ann [163] (vgl. hierzu Abbildung 8). Hierbei sind
Wasserabspaltungen von einzelnen Fragmentionen durch hochgesetzte Striche an den jewiligen
Buchstaben (N—N', etc.) gekennzeichnet. Fur weitere Strukturen nicht annotierter Fragmentionen
(m/z 400.5 und 608.8 in (B) sowie m/z 416.5 in (D)) vgl. [164]. Protonierte Fragmentionen sind mit
einem Dreieck (¥) und undefinierte Signale mit einem Stern (*) markiert.

Hauptkomponenten von GalCer-Standard (vgl.
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4.1.2 Enzymatischer Verdau von GalCer im Mikro-Mal3stab

Die massenspektrometrische Analyse von GalCer (4.1.1) ermdglichte zwar die Identifizierung
der Ceramid-Zusammensetzungen der beiden Hauptkomponenten, eine detaillierte Charakte-
risierung von Nebenkomponenten erlaubte sie jedoch nicht (vgl. Abbildung 7).

Um strukturelle Informationen zur Ceramid-Zusammensetzung aller GalCer-Komponenten zu
erhalten, erfolgte ein enzymatischer Verdau mit SCDase im biphasischen System (3.7.2). Die
darauffolgende Analyse der gebildeten Lyso-GSL sowie freigesetzten Fettsduren sollte einen
moglichst umfassenden Uberblick tiber die strukturelle Heterogenitit von GalCer ermaglichen.
Hierbei wurde ausgehend von 10 nmol GalCer der enzymatische Verdau mit SCDase im
biphasischen System etabliert und die hierflr erforderlichen Probenmenge anschlieRend bis

auf 2,5 nmol an eingesetztem GalCer nach unten skaliert.

4.1.2.1 Massenspektrometrische Untersuchung von Lyso-GalCer

Die Isolierung der Lyso-GalCer Verdauprodukte aus dem wassrigen Verdauansatz erfolgte
mittels Adsorption an C18 NuTips® und anschlieBender fraktionierter Elution. Die ersten drei
Eluate (E1-E3) dienten hierbei der selektiven Abtrennung des Detergens Natriumtaurodeoxy-
cholat (TDC) sowie weiterer Verunreinigungen (Abbildung 10A-C). In der MALDI-MS Analyse
der ersten beiden Fraktionen konnte bei m/z 544.2 das Natriumaddukt ((M+Na]) von TDC
(My 521,7 g/mol) detektiert werden, wahrend die Signale m/z 1065.6 und 1586.8 durch
Aggregatbildung von zwei bzw. drei TDC-Molekiilen erklarbar waren (Abbildung 10A und B).
Darlber hinaus unterschieden sich die Signalpaare m/z 1263.5/1285.5 und 742.2/764.2 in
Am/z 521.3 und waren somit ebenfalls indikativ fiir an Pseudomolektlionen aggregierte TDC-
Molekile zu werten. In der MALDI-MS Analyse der dritten Fraktion wurde nur noch das
Natriumaddukt ([M+Na]") von TDC bei m/z 544.2 als detergensbasiertes Signal detektiert
(Abbildung 10C). Das Signal m/z 464.2, welches in allen drei Eluaten registriert werden konnte
(Abbildung 10A-C), reprasentierte eine ebenfalls im Verdaupuffer nachweisbare
Kontamination (Daten nicht gezeigt). Eine MALDI-MS/MS Analyse ermoglichte die
Abgrenzung vom massengleichen Protonenaddukt ([M+H]") des C18-Sphinganin (d18:0)-
basierten Lyso-GalCer, wobei Gal-d18:0 verifizierende Fragmentionen (m/z 302.3, 284.3,
266.3) nicht detektiert werden konnten. In Ubereinstimmung mit entsprechenden MALDI-
MS/MS Analysen des Pseudomolekilions aus dem Verdaupuffer hingegen wurden
kontaminationsspezifische Signale bei m/z 126.3, 208.5, 215.6, 243.4, 255.6 und 339.8
registriert (Daten nicht gezeigt). Matrixassoziierte Signale wurden bei m/z 507.2 und 522.2
detektiert. In MALDI-MS Untersuchungen reiner Matrix konnte ausgeschlossen werden, dass
diese den Lyso-Verbindungen von Galactosylcerebrosiden massenidentische Molekilionen

generierten, und somit deren Detektion im unteren Massenbereich beeintrachtigen kénnte.
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Abbildung 10 MALDI-MS Kontrolle der Elutionsfraktionen E1 bis E3

Massenspektrometrische Kontrolle der lIsolierung des enzymatisch freigesetzten Lyso-GalCer
durch fraktionierte Elution (vgl. hierzu 3.7.2). (A), MALDI-MS Spektrum des ersten Eluats (E1). (B),
MALDI-MS Spektrum des zweiten Eluats (E2). (C), MALDI-MS Spektrum des dritten Eluats (E3).
Matrixassoziierte Signale sind durch ein Quadrat (s) und undefinierte Signale durch einen Stern (*)
gekennzeichnet. Alle Ubrigen, nicht gesondert gekennzeichneten Signale représentieren
detergensbasierte Pseudomolekiilionen ([M+Na]").

In den folgenden vier Eluaten (E4-E8) konnte als Hauptprodukt Lyso-GalCer als
Pseudomolekillion [M+H]" bei m/z462.2 isoliert werden (Abbildung 11A-D). Das
entsprechende Natriumaddukt ((M+Na]") wurde in geringen Intensitaten detektiert (m/z 484.2).
Es konnte somit rechnerisch auf die vorherrschende Prasenz von C18-Sphingosin in Lyso-
GalCer geschlossen werden. Die bereits bei den vorherigen Elutionsschritten detektierte und
aus dem Verdaupuffer stammende Verunreinigung m/z 464.2 war im Eluat E4 ebenfalls noch
nachweisbar (Abbildung 11A). Eine Abgrenzung vom massengleichen C18-Sphinganin-

basierten Lyso-GalCer erfolgte in ESI-MS? Analysen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 11 MALDI-MS Kontrolle der Elutionsfraktionen E4 bis E7

Massenspektrometrische Kontrolle der lIsolierung des enzymatisch freigesetzten Lyso-GalCer
durch fraktionierte Elution (vgl. hierzu 3.7.2). (A), MALDI-MS Spektrum des vierten Eluats (E4). (B),
MALDI-MS Spektrum des funften Eluats (E5). (C), MALDI-MS Spektrum des sechsten Eluats (E6).
(D), MALDI-MS Spektrum des siebten Eluats (E7). Das Lyso-GalCer wurde als Pseudomolekdilion
(IM+H]") registriert. Das Natriumaddukt ([M+Na]") ist durch eine Raute (#) und undefinierte Signale
durch einen Stern (*) markiert. Matrixassoziierte Signale sind durch ein Quadrat (=) kenntlich
gemacht. Gelber Kreis, Galactose.

MALDI-MS Untersuchungen der nachfolgenden Eluate registrierten das Verdauprodukt nur
noch in sehr geringen Intensitaten (Daten nicht gezeigt).

Eine Verifizierung der errechneten Zusammensetzung von Lyso-GalCer m/z 462.2 erfolgte in
MALDI-MS/MS Untersuchungen. Hierzu wurden die Fraktionen 5 bis 7 zu gleichen Volumen-
anteilen gepoolt (Abbildung 12A).
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Abbildung 12 Massenspektrometrische Untersuchung von Lyso-GalCer

(A), MALDI-MS Spektrum des reprasentativen Pools der Lyso-GalCer-enthaltenden Einzelfrak-
tionen E5 bis E7 (vgl. Abbildung 11B-D). Das Lyso-GalCer wurde als Pseudomolekiilion ([M+H]")
registriert. Das entsprechende Natriumaddukt ist mit einer Raute (#) markiert. Matrixassoziierte
Signale sind durch ein Quadrat (a) gekennzeichnet. (B), MALDI-MS/MS Spektrum von Lyso-GalCer
bei m/z 462.3 (Pfeil). Wasserabspaltungen sind durch einen schwarzen Doppelpfeil (Am/z 18)
gekennzeichnet. Dargestellte Fragmentionen der freien Base sind exemplarisch fir einen
moglichen Fragmentierungspfad gewéhlt [165, 166]. Undefinierte Signale sind mit einem Stern (*)
kenntlich gemacht. Gelber Kreis, Galactose. Ein partiell schattierter Sechsring markiert einen 02 -
Ringbruch der Galactose.

In der MALDI-MS/MS Analyse des Lyso-GalCer m/z 462.3 (Abbildung 12B; Pfeil) konnte die
errechnete Zusammensetzung verifiziert werden. Die freie Base C18-Sphingosin wurde bei
m/z 300.6 nachgewiesen. Darlber hinaus konnten Fragmentionen detektiert werden, welche
aus einer einfachen bzw. doppelten Wasserabspaltungen der freien Base hervorgegangen
waren (m/z 282.6, 264.6) [165, 166]. Das Signal m/z 324.9 war durch einen ®*X,-Ringbruch
der Galactose erklarbar. Wasserabspaltungen vom Vorlauferion (precursor) reprasentierten
die Signale m/z 444.7 und 426.8.

Interessanterweise lieferte das MALDI-MS Spektrum der gepoolten Einzelfraktionen
(Abbildung 12A) ein irreguléres Isotopenmuster des Lyso-GalCer (m/z 462.3), welches sich in
einer Ubergewichtung von m/z 464.3 darstellte. In ESI-MS? Untersuchungen konnte
diesbeziglich die Prasenz von C18-Sphinganin-basiertem Lyso-GalCer durch Detektion der
freien Base bei m/z 302.3 sowie dem aus einer Wasserabspaltung hervorgegangenem
Fragmention m/z 284.3 bestatigt werden. Wasserabspaltungen vom precursor wurden bei
m/z 446.3, 428.3 und 410.3 nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Darlber hinaus wurden aber
auch charakteristische Fragmentionen der aus dem Verdaupuffer stammenden Kontamination
(m/z 464.2; vgl. hierzu Abbildung 10 und Abbildung 11A) detektiert, so dass die Uberge-
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wichtung des Signals m/z 464.2 als additiver Effekt dieser Verunreinigung und C18-

Sphinganin-basiertem GalCer gewertet werden musste.

4.1.2.2 Fettsdureanalytik

Die Identifizierung der beim enzymatischen Verdau von GalCer in der Hexan- und
Chloroformphase isolierten Fettsduren (3.7.2) erfolgte durch Retentionszeiten-Vergleich mit
den eingesetzten Fettsaure-Standards sowie zuséatzlich Uber den Nachweis des
entsprechenden fettsdurespezifischen Massenspektrums (vgl. hierzu 3.10.3). Mit Ausnahme
von O-acetylierten Fettsauremethylestern konnte hierbei die Detektion des Molekiilpeaks [M]*
stets als diagnostisch gewertet werden (Daten nicht gezeigt) [161, 167]. Gesattigte Fettsduren
zeigten dartber hinaus deutliche Signale, welche Fragmente der Carbomethoxy-Serie
reprasentierten, sowie einen Basispeak bei m/z 74, dessen zugrunde liegendes Fragment aus
einem Bruch der 2,3-Bindung bei simultaner Wasserstoffumlagerung (Mc Lafferty-
Umlagerung) entsteht. Im Gegensatz dazu zeigten einfach ungesattigte Fettsduren deutliche
Signale, welche Fragmente der Kohlenwasserstoff-Serie (CyH.,.1) reprasentierten sowie das
durch Methanolabspaltung gebildete Fragment bei m/z=M-32. Signale bei m/z=M-74 und
M-116 waren ebenfalls als diagnostisch fur die PrAdsenz ungesattigter Fettsauren zu werten. In
den Massenspekiren O-acetylierter Fettsauremethylester waren Molekillpeaks [M]" kaum
nachweisbar. Hierbei repréasentierte das durch Abspaltung von Keten (Am/z 42) gebildete
Fragmention das Signal der hochsten Intensitat. Da die Hydroxyfettsauren der GC-MS-
basierten Analytik in ihrer O-acetylierten Form zugefihrt wurden, war eine Lokalisierung der
Hydroxygruppe nicht mit absoluter Sicherheit mdglich. Charakteristische Fragmentionen,
welche die Prasenz einer a-Hydroxyfettsdure bestatigen konnen, werden in hohen
Signalintensitaten Uberwiegend in der massenspektrometrischen Analyse nicht-acetylierter
Fettsauremethylester beobachtet. Allerdings lieRR beispielsweise die Detektion von Signalen
[M-59]", welche den Verlust des Carbomethoxy-Radikals (CHsOC=0°) reprasentierten, je

nach Signalintensitat die Préasenz von a-Hydroxyfettsauren vermuten.

Das Ergebnis der Fettsaureanalytik ist in Tabelle 6 zusammenfassend dargestellt. Es konnte
gezeigt werden, dass gesattigte, nicht-hydroxylierte Fettsduren vorwiegend in der
Hexanphase nachweisbar waren (C22:0 - C26:0). Hieraus konnte die Schlussfolgerung
getroffen werden, dass der Uberwiegende Nachweis von Palmitin- (C16:0) und Stearinséure
(C18:0) in der Chloroformphase zumindest teilweise kontaminationsbedingt zu bewerten war.
Im Gegensatz hierzu waren gesattigte und ungesattigte, hydroxylierte Fettsduren nahezu
ausschlie3lich in der Chloroformphase enthalten (C18h:0 - C25h:0, C24h:1, C26h:1). Dies
verdeutlichte, dass hydroxylierte Fettsauren aufgrund ihres polaren Charakters nicht in die

Hexanphase diffundierten und somit ihre Analyse erst hach Ansauerung des Verdauansatzes
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durch eine Chloroform-Methanol-Extraktion ermdglicht wurde. Ahnliche Tendenzen konnten
bei ungesattigten, nicht hydroxylierten Fettsauren (C22:1, C24:1) nicht beobachtet werden.
Sie waren in beiden Phasen nachweisbar.

Die aufsummierten Werte der in der Hexan- und Chloroformphase analysierten Fettsauren
zeigten, dass Lignocerinsdure (C24:0) und ihre hydroxylierte Variante (C24h:0) als
Hauptfettsauren identifiziert werden konnten. Daneben wurden gesattigte und ungesattigte
sowie partiell hydroxylierte Fettsduren mit 16 bis 26 Kohlenstoffatomen zu verschiedenen

Anteilen nachgewiesen.

Hexanphase Chloroformphase Summe

(%) (%) (%)
C16:0 0,37 2 1,76 3 2,13 3
C18:.0 2,17 9 7,06 12 9,23 11
C18h:0 n.d. - 0,62 1 0,62 1
C22:0 2,66 11 0,94 2 3,60 4
C22h:0 Spuren Spuren 2,15 4 2,15 4
c22:1 0,65 3 4,81 8 5,46 7
C23:.0 2,84 12 0,66 1 3,50 4
C23h:0 n.d. - 3,38 6 3,38 4
C24:0 10,67 46 3,00 5 13,67 17
C24h:0 n.d. - 15,52 26 15,52 19
c24:1 1,01 4 2,44 4 3,45 4
C24h:1 n.d. - 7,35 12 7,35 9
C25:.0 2,00 9 0,80 1 2,80 3
C25h:0 n.d. - 4,47 8 447 5
C26:0 0,79 3 0,83 1 1,62 2
C26h:0 n.d. - Spuren Spuren Spuren Spuren
C26h:1 n.d. - 3,27 6 3,27 4

Tabelle 6 Fettsaureanalytik nach enzymatischem Verdau von GalCer

Die durch enzymatischen Verdau von GalCer mit SCDase (vgl. hierzu 4.1.2) in der Hexan- und
Chloroformphase enthaltenen, freigesetzten Fettsduren wurden als partiell acetylierte Fettsaure-
methylester GC-MS-basiert analysiert (3.10.3). Die hierbei erhaltenen Ergebnisse wurden
schlieBlich fur eine repréasentative Aussage der in GalCer gebundenen Fettsduren aufsummiert.
C16:0, gesattigte, nicht-hydroxylierte Fettsdure mit 16 Kohenstoffatomen; C16h:0, gesattigte,
hydroxylierte Fettsaure mit 16 Kohlenstoffatomen; C22:1, einfach ungeséttigte, nicht hydroxylierte
Fettsdure mit 22 Kohlenstoffatomen; etc.
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Wahrend in den Massenspekiren O-acetylierter Fettsduremethylester mit 23 bis 25
Kohlenstoffatomen (C23h:0 - C25h:0) deutliche Signale [M-59]" die Prasenz von a-Hydroxy-
fettsauren wahrscheinlich erscheinen lassen, konnten entsprechende Signale der precursor
C18h:0 und C22h:0 nur mit sehr schwachen Intensitaten registriert werden. Besonders
interessant war hierbei zu beobachten, dass in den Massenspektren der O-acetylierten
Fettsauremethylester ungeséttigter Fettsauren (C24h:1, C26h:1) das Signal bei m/z [M-59]

das Basissignal reprasentierte (Daten nicht gezeigt).

4.1.2.3 Struktur von GalCer

GalCer- Ceramid-Zusammensetzung
Kompo+nente _ _ i
[M+Na]" (m/z) Sphingoidbase Fettsaure

750.6 di8:1 C18:.0
766.6 di8:1 C18h:0
792.7 di8:1 n.d.
794.7 dis:1 n.d.
806.7 dis:1 C22:.0
810.7 dis:1 n.d.
820.7 d18:1 C23:0
822.7 dis:1 C22h:0
832.7 dis:1 c24:1
834.7 di8:1 C24:0
836.7 di8:1 C23h:0
848.7 di8:1 C24h:1 (C25:0)
850.7 di8:1 C24h:0
862.7 di8:1 C26:0
864.7 di8:1 C25h:0
876.8 dis:1 C26h:1
878.8 dis:1 C26h:0
892.7 dis:1 n.d.

Tabelle 7 Strukturvorschlage zur Ceramid-Zusammensetzung von GalCer

Errechnete Ceramid-Zusammensetzungen von GalCer (vgl. Abbildung 7) basieren auf der massen-
spektrometrischen Untersuchung enzymatisch freigesetzter Fettsauren (4.1.2.2) und entsprechen-
der Lyso-Verbindungen (4.1.2.1). Es sind jeweils die C18-Sphingosin (d18:1)-basierenden Haupt-
komponenten gezeigt, entsprechende Nebenkomponenten sind in Klammern gesetzt. C18:0,
gesattigte, nicht-hydroxylierte Fettsdure mit 18 Kohenstoffatomen; C18h:0, gesattigte, hydroxylierte
Fettsdure mit 18 Kohlenstoffatomen; C24:1, einfach ungesattigte, nicht-hydroxylierte Fettsdure mit
24 Kohlenstoffatomen; etc.; n.d., nicht detektiert.
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Basierend auf der massenspektrometrischen Untersuchung von Lyso-GalCer (4.1.2.1) sowie
der GC-MS-basierten Analyse freigesetzter Fettsauren (4.1.2.2) konnten die im Rahmen der
MALDI-MS Analyse von GalCer detektierten Pseudomolekiilionen [M+Na]" (vgl. Abbildung 7)
distinkten Ceramid-Zusammensetzungen zugeordnet werden (Tabelle 7). Lediglich die
korrespondierenden Fettsduren von Komponenten, welche die Signale niedrigster Intensitéat
reprasentierten (m/z 792.7, 794.7, 810.7, 892.8; vgl. hierzu Abbildung 7), wurden in der
GC-MS basierten Analyse nicht nachgewiesen. Die entsprechenden Fettsauren konnten mit
C20h:1, C20h:0, C21h:0 und C27h:0 berechnet werden. Es war hierbei davon auszugehen,
dass ihre Mengenanteile unterhalb der Nachweisgrenze der Fettsdureanalytik lagen.

Da Palmitinsdure (C16:0) und Erucasdure (C22:1) keiner registrierten GalCer-Komponente
zugeordnet werden konnten, wurde ihre Nachweis als in erster Linie kontaminationsbedingt
bewertet. Es ist jedoch darauf hinzuweisen, dass die in Tabelle 7 aufgefihrten Ceramid-
Zusammensetzungen keinen Anspruch auf Vollstandigkeit erheben kénnen. Zusatzliche, die
ebenfalls identifizierte Sphingoidbase C18-Sphinganin (d18:0) aufweisende Nebenkompo-
nenten blieben in dieser Zusammenstellung unberiicksichtigt. So kdnnte die Ceramid-
Komponente des Galactosylcerebrosids bei m/z 806.7 neben der vorherrschenden Zusam-
mensetzung d18:1 und Behenséaure (C22:0) ebenso eine Nebenkomponente aus d18:0 und
C22:1 enthalten.

4.2  Strukturelle Charakterisierung des Ceramid-Komponenten von

GSL aus Cercarien

Die Anwendbarkeit der etablierten Methode zur simultanen Charakterisierung der in GSL
enthaltenen Sphingoidbasen und korrespondierenden Fettsauren (4.1) auf biologische Proben
wurde an CMH aus Cercarien Uberprift, um sie anschlielBend auf die Analyse der Ceramid-

Zusammensetzungen Le*-Pentasaccharid-tragender GSL aus Cercarien anzuwenden.

4.2.1 Massenspektrometrische Untersuchung nativer GSL

Die MALDI-MS Analysen der fraktionierten GSL aus Cercarien (vgl. hierzu 3.3.1) zeigten, dass
CMH-Komponenten nahezu ausschlief3lich in Fraktion 2 detektierbar waren (Abbildung 13A),
wahrend entsprechende Signale in anderen Fraktionen kaum registriert werden konnten
(Daten nicht gezeigt). In Ubereinstimmung mit frilheren Untersuchungen zur Ceramid-
Zusammensetzung von CMH aus Cercarien [62, 168] konnten Signale bei m/z 738.8, 740.8,
752.8, 754.8, 756.8, 768.8, 770.8, 782.9, 784.8, 798.9, 812.9, 865.7 und 879.8 detektiert
werden, welche CMH-Spezies unterschiedlicher Ceramid-Zusammensetzungen reprasen-

tierten. CMH bei m/z 784.8 wurde hierbei als Hauptkomponente registriert.
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Abbildung 13 MALDI-MS Analyse nativer GSL aus Cercarien

Massenspektrometrische Untersuchung nativer GSL der Fraktionen 2 (A) und 6 (B). Die GSL
wurden als Pseudomolekiilionen [M+Na]" registriert. Das MALDI-MS Spektrum der Fraktion 6 zeigt
den Ausschnitt Le*-Pentasaccharid-tragender GSL; das komplette Spektrum registrierter GSL ist
im Inset gezeigt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind in (B) nicht alle detektierten Signale
annotiert. H, Hexose; N, N-Acetylhexosamin; F, Fucose; H,N,, Oligosaccharid, welches aus zwei
Hexose- und zwei N-Acetylhexosamin-Bausteinen besteht, etc.

Komplexere GSL wurden in den Fraktionen 5 bis 9 detektiert, wahrend in den Fraktionen 10
bis 12 keine GSL mehr nachweisbar waren. Bereits in friheren Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass komplexe GSL aus Cercarien von Le*- und pseudo-Le"-tragenden
Strukturen dominiert werden [14]. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen wurden Le*-
Pentasaccharid-tragende GSL vorwiegend in den Fraktionen 5 (Daten nicht gezeigt) und 6
nachgewiesen (Abbildung 13B). Das Inset in Abbildung 13B verdeutlicht die dominierende
Prasenz Le*-Pentasaccharid-tragender GSL (Monosaccharid-Zusammensetzung von Le*-
Pentasaccharid: Ein Fucose-, zwei Hexose- und zwei N-Acetylhexosamin-Bausteine;
Abk. F1H,N,) im Vergleich zu pseudo-Le"-exprimierenden Strukturen (Monosaccharid-
Zusammensetzung F,H,N,). GSL, welche das nicht fucosylierte Tetrasaccharid tragen
(Monosaccharid-Zusammensetzung H,N,), wurden ebenfalls in niedrigen Signalintensitaten
registriert. Der Nachweis von insgesamt 30 Pseudomolekiilionen [M+Na]® Le*-Penta-
saccharid-tragender GSL spiegelte die groRe Heterogenitat der Ceramid-Zusammen-
setzungen komplexer GSL aus Cercarien wider (m/z 1537.1 - 1651.3; zu Gunsten der
Ubersichtlichkeit sind nicht alle detektierten Signale in Abbildung 13B annotiert). Da eine
Zugabe von Natriumchlorid (NaCl) zum Probenspot nicht zu einer Verdnderung der relativen
Siganlintensitaten fiihrte, konnte das Vorliegen von Kaliumaddukten ([M+K]") ausgeschlossen

werden (Daten nicht gezeigt). Wahrend die registrierten Ceramid-Muster Le*- und pseudo-
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LeY-tragender GSL identisch waren, unterschieden sich H,N,-tragende GSL hinsichtlich der
detektierten Signalverhaltnisse hiervon deutlich (vgl. hierzu Inset Abbildung 13B; Daten nicht
gesondert gezeigt). Das Ceramid-Muster nativer GSL aus Fraktion 5 war dem nativer GSL aus
Fraktion 6 sehr ahnlich (Daten nicht gezeigt).

Wahrend Le*-Pentasaccharid-tragende GSL in allen Folgefraktionen mit sehr niedrigen
Signalintensitaten registriert wurden, konnten in Fraktion 8 weitere komplexe GSL detektiert
werden, fir deren Kohlenhydrat-Anteile in Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen [14]
die Monosaccharid-Zusammensetzungen F;H;N3z;, F>H>Nz; und F;H,N, berechnet wurden

(Daten nicht gezeigt).

4.2.2 Enzymatischer Verdau nativer GSL mit SCDase

Zur strukturellen Charakterisierung der Ceramid-Komponenten wurden die nativen GSL der
Fraktionen 2, 5 und 6 mit SCDase enzymatisch verdaut (3.7.2). Parallel dazu durchgefiihrte,
HPLC-basierte Monosaccharid-Analysen der Fraktionen 5 und 6 ergaben einen Gesamtgehalt
an Kohlenhydraten von 4.6 ug bzw. 2.6 ug. Entsprechend wurde fir die Fraktion 2 einen
Gehalt von 108 pg ermittelt (Daten nicht gezeigt).

4.2.2.1 Massenspektrometrische Untersuchung der Lyso-GSL

Lyso-GSL von CMH

Die MALDI-MS Analyse der aus Fraktion 2 freigesetzten Lyso-GSL lieR auf das
Vorhandensein von C18- und C19-Sphingosin (Hex-d18:1 (Lyso-GSL bestehend aus einer
Hexose und C18-Sphingosin), m/z 462.0; Hex-d19:1, m/z 476.0), C18- bis C22-Sphinganin
(Hex-d18:0 - Hex-d22:0, m/z 464.0, 478.0, 492.0, 506.0, 520.0) und C18- bis C20-
Phytosphingosin (Hex-t18:0 - Hex-t20:0, m/z 480.0, 494.0, 508.0) in CMH schliel3en, wobei
Hex-t18:0 (m/z 480.0), Hex-t19:0 (m/z 494.0) und Hex-t20:0 (m/z 508.0) als Hauptkompo-
nenten detektiert wurden (Abbildung 14A).

Die Verifizierung der anhand von MALDI-MS Analysen errechneten Présenz der einzelnen
Sphingoidbasen in Lyso-CMH erfolgte in MALDI-MS/MS bzw. ESI-MS? Untersuchungen
(Abbildung 14B-D). Hierbei resultierte die weitere Fragmentierung von Hex-t18:0 (m/z 480.0)
in einer MALDI-MS/MS Analyse in der Detektion der freien Sphingoidbase C18-Phyto-
sphingosin (m/z 318.3) (Abbildung 14B). Mit sehr viel geringeren Intensitaten waren Signale,
welche eine einfache bzw. doppelte Wasserabspaltung der freien Base reprasentierten,
detektierbar (m/z 300.3, 282.3). Die Signalgruppe m/z 224.2, 206.2 und 188.1 konnte aus der
Fragmentierung der Sphingoidbase in Kombination mit Wasserabspaltungen der Hexose
hervorgegangen sein. Dariiber hinaus erklarte ein “?X,-Ringbruch der Hexose das Signal
m/z 360.3, so dass sich das registrierte Fragmentierungsmuster zusammenfassend als C18-

Phytosphingosin-spezifisch darstellte.
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Abbildung 14 Massenspektrometrische Analyse kleiner Lyso-GSL aus Cercarien

(A), MALDI-MS Spektrum enzymatisch freigesetzter Lyso-GSL aus Fraktion 2, wobei die Pseudo-
molekillionen [M+H]" jeweils nur mit der entsprechenden Sphingoidbase annotiert sind. (B),
MALDI-MS/MS Spektrum von Hex-t18:0 bei m/z 480.0. (C), ESI-MS” Spektrum von Hex-d19:0 bei
m/z 478.0. (D), ESI-MS? Spektrum von Hex-d18:1 bei m/z 462.0. Die Annotation der registrierten
Fragmentionen [M+H]" erfolgte mittels GlycoWorkbench Software Tools [57]. Hierbei sind die
gezeigten Strukturen einzelner Fragmente jeweils beispielhaft fur einen moglichen Fragmentie-
rungspfad gewahlt. Wasserabspaltungen sind durch schwarze Doppelpfeile (Am/z 18) gekenn-
zeichnet. Undefinierte Signale sind mit einem Stern (*) markiert. d18:1, C18-Sphingosin; d18:0 -
d21:0, C18- bis C21-Sphinganin; t18 - t20:0, C18- bis C20-Phytosphingosin; weil3er Kreis, Hexose;
Sph, Sphingoidbase. Ein partiell schattierter Sechsring markiert einen 0'ZXO-Ringbruch der Hexose.
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In gleicher Weise resultierte die ESI-MS? Analyse von Hex-d19:0 (m/z 478.0) in der Detektion
der freien Sphingoidbase C19-Sphinganin bei m/z 316.3 (Abbildung 14C). Wasserabspal-
tungen von der freien Base resultierten in der Detektion der Signale m/z 298.3 und 280.2. Ein
92x, Ringbruch der Hexose in Kombination mit einer Wasserabspaltung der Sphingoidbase
konnten die Signalgruppe m/z 358.3 / 340.3 erklaren. Eine Fragmentierung der Sphingoidbase
resultierte in der Detektion des Signals m/z 223.9, wie es bereits bei der Fragmentierung von
Hex-t18:0 registriert worden war (vgl. Abbildung 14B). Darlber hinaus konnten Wasser-
abspaltungen vom precursor bei m/z 460.3, 442.3 und 424.3 registriert werden.

Die ESI-MS? Analyse von Hex-d18:1 resultierte in der Detektion der gleichen sphingoidbasen-
spezifischen Signale, wie sie bereits bei der massenspektrometrischen Untersuchung von
Hex-t18:0 sowie Hex-d19:0 registriert werden konnten, und verifizierte somit C18-Sphingosin
als Komponente des Lyso-CMH bei m/z 462.0 (Abbildung 14D). Besonders auffallend waren
hierbei die hohen Signalintensitaten, in denen die Produkte der einfachen und doppelten
Wasserabspaltung von der freien Sphingoidbase detektiert wurden (m/z 282.2, 264.2). In
Anlehnung an die gezeigten Strukturen méglicher Fragmentionen, war dies als Ausdruck des
im Zuge der Wasserabspaltungen gebildeten mesomeriestabilisierten Carbeniumions zu
erklaren.

Die dargestellten Fragmentstrukturen in Abbildung 14B-D sind den entsprechenden Signalen
rein rechnerisch basierend auf einem mdglichen Fragmentierungspfad zugeordnet. Hierbei
konnten die Feststellungen, dass Ringbriiche der Hexose (m/z 360.3, 358.3, 342.3) in der
Detektion sphingoidbasenspezifischer Signale resultierten und Fragmentierungen des
hexosenahen Teils der Sphingoidbase zur Generierung massengleicher Fragmentionen
fUhrten (m/z 224.2 bzw. 223.9, 206.2 bzw. 206.0), die erfolgten Annotationen bestatigen.

In analoger Weise wurde das Vorkommen aller in Abbildung 14A annotierten Sphingoidbasen
in CMH aus Cercarien anhand des charakteristischen Fragmentierungsmusters der
verschiedenen Lyso-GSL iiber MALDI-MS/MS bzw. ESI-MS? Untersuchungen verifiziert
(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 15 Massenspektrometrische Analyse LeX-tragender Lyso-GSL aus Cercarien

(A), MALDI-MS Spektrum enzymatisch freigesetzter Lyso-GSL aus Fraktion 6, wobei die Pseudo-
molekiilionen [M+H]" jeweils nur mit der entsprechenden Sphingoidbase annotiert sind. Natrium-
addukte ([M+Na]") sind mit einer Raute (#) markiert. Es ist nur der Ausschnitt Le*-Pentasaccharid-
tragender Lyso-GSL gezeigt; das vollstandige Spektrum registrierter Lyso-GSL ist im Inset abgebil-
det. (B), MALDI-MS/MS Spektrum von F;H,N»-d18:0 bei m/z 1178.5 (Pfeil). (C), MALDI-MS/MS
Spektrum von F;H,N,-d19:0 bei m/z 1192.5 (Pfeil). (D), ESI-MS? Spektrum von F;H,N,-d18:1 bei
m/z 1198.5 (Pfeil). Die Annotation registrierter Fragmentionen [M+H]" in (B) und (C) bzw. [M+Na]"
in (D) erfolgte mittels GlycoWorkbench Software Tools [57]. Die mit einem weil3en Rhombus (¢) ge-
kennzeichneten Signale werden durch eine Fucosewanderung erklart. Blauer Kreis, Glucose; blau-
es Quadrat, N-Acetylglucosamin; gelber Kreis, Galactose; gelbes Quadrat, N-Acetylgalactosamin;
Dreieck, Fucose; Sph, Sphingoidbase; d18:1 - d21:1, C18- bis C21-Sphingosin; d18:0 - d21.:0,
C18- bis C21-Sphinganin; t20:0, C20-Phytosphingosin; H, Hexose; N, N-Acetylhexosamin; F, Fu-
cose; H,N,, Glykan bestehend aus zwei Hexose- und zwei N-Acetylhexosamin-Bausteinen, etc.

53



54 Ergebnisse

Die MALDI-MS Analysen der durch enzymatischen Verdau nativer GSL aus den Fraktionen 5
und 6 freigesetzten Lyso-GSL resultierten in der Detektion eines identischen Lyso-GSL-
Musters, so dass im Folgenden nur die Daten zur Fraktion 6 gezeigt werden sollen.

Hier konnten hinsichtlich Le*-tragender Lyso-GSL Sphinganin-basierte Strukturen als Haupt-
komponenten detektiert werden (FiH,N»-d18:0 - F;H,N»-d21:0, m/z 1178.5, 1192.5, 1206.5,
1220.6) (Abbildung 15A). C18- bis C21-Sphingosin (FiH,N»-d18:1 - F;H,N»-d21:1, m/z 1176.5,
11950.5, 1204.5, 1218.5) sowie C20-Phytosphingosin (F;H,N»-t20:0, m/z 1222.5) wurden als
Sphingoidbasen der Nebenkomponenten registriert. Ein identisches Muster registrierter Lyso-
Formen wurde ebenfalls hinsichtlich H,N,- sowie F,N,No-tragenden Lyso-GSL beobachtet:
C18- his C21-Sphinganin reprasentierten auch hier die vorherrschenden Sphingoidbasen,
wahrend Sphingosin-basierte Lyso-Formen in deutlich geringerer Intensitat detektiert wurden
(vgl. hierzu Inset Abbildung 15B; Daten nicht gesondert gezeigt).

Die Verifizierung der errechneten Zusammensetzungen detektierter Lyso-GSL erfolgte durch
deren weitere Fragmentierung in MALDI-MS/MS und ESI-MS? Experimenten. Die MALDI-
MS/MS Analyse von F;H,N»-d18:0 (m/z 1178.5) bestatigte aufgrund der Detektion
kohlenhydrat- und sphingoidbasenspezifischer Fragmentierungsmuster die Prasenz von Le*-
Pentasaccharid und C18-Spinganin (Abbildung 15B). Neben den C18-Sphinganin-
basierenden Y-Fragmentionen m/z 463.9, 667.0 und 1032.4 konnte zusatzlich die freie Base
bei m/z302.0 nachgewiesen werden. Die gleichzeitige Detektion Le*-Pentasaccharid-
typischer Fragmente wie beispielsweise von B,- und Bs-Fragmentionen bei m/z 511.7 und
714.8 erlaubte die endgiiltige Verifizierung von Le*-Pentasaccharid-d18:0. Das Signal
m/z 813.2 war durch einen Bindungsbruch zwischen den beiden N-Acetylhexosaminen nach
Fucosewanderung erklarbar [169, 170].

In analoger Weise konnte die MALDI-MS/MS Analyse von Fi;H,N,-d19:0 (m/z 1192.5) die
Prasenz von Le*-Pentasaccharid-d19:0 bestatigen (Abbildung 15C). Kohlenhydratstruktur-
spezifische Fragmentionen wurden bei m/z 167.8, 185.8, 203.8, 365.7, 511.7, 568.7 und 714.7
detektiert und waren somit identisch zu den bereits bei der MALDI-MS/MS Analyse von Le*-
Pentasaccharid-d18:0 registrierten Signalen. Ein durch den Bindungsbruch zwischen den
beiden N-Acetylhexosaminen nach Fucosewanderung erklarbares Signal (m/z 827.0) konnte
ebenfalls detektiert werden. Des Weiteren wurden sowohl die freie Base C19-Sphinganin
(m/z 315.9) als auch mehrere C19-Sphinganin-aufweisende Y-Fragmentionen (m/z 477.9,
680.9, 1046.4) registriert. Auffallend war hierbei, dass neben den C19-Sphinganin-
spezifischen Fragmentionen ebenfalls entsprechende Signale bei einem um 14 Massen-
einheiten verringerten m/z-Quotienten detektiert werden konnten (m/z 301.9/315.9,
463.9/477.9, 666.8/680.9). Da die Abspaltung einer verzweigten Methylgruppe in einer

Verringerung des m/z-Quotienten von 14 resultiert, konnte diese Beobachtung als indikativ fur
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die Prasenz verzweigter Sphingoidbasen gewertet werden. Entsprechende Satellitensignale
konnten ebenso bei der MALDI-MS/MS Analyse von F;H,N»-d20:0 (m/z 1206.5) registriert
werden (Daten nicht gezeigt).

Im Gegensatz zu der MALDI-MS/MS Analyse von Protonenaddukten [M+H]" waren bei der
ESI-MS? Analyse von Natriumaddukten ([M+Na]*) sphingoidbasenspezifische Fragmentionen
in sehr viel geringerer Intensitit detektierbar. Wie am Beispiel der ESI-MS? Analyse von
F;H,N»-d18:1 (m/z 1198.5) gezeigt, erfolgte die Verifizierung von C18-Sphingosin anhand des
nach Abspaltung von Fucose gebildeten Y-Fragmentions bei m/z 1052.5. Ein durch
Abspaltung des Lewis-Epitops generiertes Y-Fragmention (hier: m/z 687.5) konnte nicht
immer sicher detektiert werden. Unter Bericksichtigung der Detektion entsprechender
kohlenhydratspezifischer Fragmentionen (m/z 388.1 - 591.2 und 737.2) konnte die ESI-MS?
Analyse die Prasenz von Le*-Pentasaccharid-d18:1 jedoch bestatigen.

In analoger Weise erfolgte die Verifizierung von C19- bis C21-Sphingosin, C21-Sphinganin
und C20-Phytosphingosin in Le*-Pentasacchrid-tragenden Lyso-GSL (Daten nicht gezeigt).
Lyso-GSL, deren Kohlenhydratstrukturen die Monosaccharid-Zusammensetzungen H,N, und
F>H,N, aufzeigten, wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht detailliert charakterisiert (vgl. hierzu
4.2.3).

4.2.2.2 Fettsdureanalytik

Das Ergebnis der Analytik der nach enzymatischem Verdau nativer GSL von Cercarien aus
den Fraktionen 2 und 6 in den organischen Phasen enthaltenen Fettsauren (3.10.3), welches
weitgehend mit friheren Untersuchungen zur Ceramid-Zusammensetzung von CMH und
komplexeren GSL aus Cercarien Ubereinstimmt [62], ist in Tabelle 8 zusammengefasst.

Es konnte gezeigt werden, dass beim enzymatischen Verdau nativer GSL der Fraktion 2,
welche ausschlie3lich CMH-Komponenten reprasentierten (vgl. hierzu Abbildung 13A),
hauptsachlich hydroxylierte Palmitinsdure (C16h:0) und zu einem geringeren Anteil nicht-
hydroxylierte Palmitinsdure (C16:0) freigesetzt wurden. Dartber hinaus konnten langerkettige
Fettsauren mit bis zu 28 Kohlenstoffatomen in sehr geringen Mengen nachgewiesen werden.
Im Gegensatz dazu flhrte der enzymatische Verdau nativer GSL der Fraktion 6, welche
hauptsachlich Le*-Pentasaccharid-tragende GSL darstellten (vgl. hierzu Abbildung 13B), zur
Uberwiegenden Freisetzung langkettiger Fettsauren mit 24 bis 28 Kohlenstoffatomen. Mit
einem errechneten Anteil von 47% wurde hierbei C26:0 als Hauptkomponente nachgewiesen.
C16h:0 konnte nicht detektiert werden. Anhand der jeweiligen Massenspektren O-acetylierter
Fettsauremethylester von C16h:0 und C18h:0 aus Fraktion 2 konnte durch den Nachweis
deutlicher Signale bei m/z=M-59 auf die Prasenz von a-Hydroxyfettsduren geschlossen

werden. Ein entsprechendes Signal konnte im Massenspektrum der O-acetylierten Fettsaure
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C25h:0 in sehr geringen Intensitaten nachgewiesen werden.

relative Haufigkeit (%)

Fettsaure

F2 F6
C16:0 27 +
C16h:0 48 n.d.
C18:0 + +
C18h:0 3 +
C20:0 3 4
C22:0 2 5
C24:0 4 12
C25:.0 3 13
C25h:0 2 n.d.
C26:0 5 47
C26:1 n.d. 3
C27:0 n.d. 9
C28:0 2 8

Tabelle 8 Fettsaureanalytik nach enzymatischem Verdau der GSL aus Cercarien

Die durch enzymatischen Verdau von GSL aus den Fraktionen 2 (F2) und 6 (F6) freigesetzten
Fettsduren wurden als, zum Teil O-acetylierte, Fettsdauremethylester GC-MS-basiert analysiert
(3.10.3). Die mit einem Plus (+) markierten Fettsduren konnten keiner spezifischen Ceramid-
Zusammensetzung zugeordnet werden und blieben daher bei der Berechnung der relativen
Haufigkeit der einzelnen Fettsduren unbericksichtigt. C16:0, geséttigte, nicht-hydroxylierte
Fettsaure mit 16 Kohenstoffatomen; C16h:0, gesattigte, hydroxylierte Fettsdure mit 16
Kohlenstoffatomen; C26:1, einfach ungesattigte, nicht-hydroxylierte Fettsdure mit 26 Kohlen-
stoffatomen, etc.; n.d., nicht detektiert.

4.2.3 Struktur der Ceramid-Komponenten von GSL aus Cercarien

Unter Berlcksichtigung der massenspektrometrischen Analyse der aus dem enzymatischen
Verdau nativer GSL resultierenden Lyso-GSL (4.2.2.1) sowie der GC-MS-basierten Analyse
freigesetzter Fettsdauren (4.2.2.2) konnten die Ceramid-Zusammensetzungen der in den
Fraktionen 2 und 6 detektierten GSL ermittelt werden. Die fir CMH-Komponenten der
Fraktion 2 (vgl. hierzu Abbildung 13A) ermittelten Ceramid-Zusammensetzungen sind in
Tabelle 9 zusammenfassend dargestellt. Entsprechend errechnete Ceramid-Zusammen-
setzungen Le*-tragender GSL aus Fraktion 6 (vgl. hierzu Abbildung 13B) sind in Tabelle 10
aufgefihrt.



Hierbei ist zu berlcksichtigen, dass die berechneten Ceramid-Zusammensetzungen von CMH
(Tabelle 9) sowie Le*-Pentasaccharid-tragenden GSL (Tabelle 10) jeweils auf den dominie-
renden Sphingoidbasen detektierter Lyso-GSL sowie den analysierten Hauptfettsauren
beruhen. Dariiber hinaus kénnte eine Vielzahl isobarer Nebenkomponenten errechnet werden,
welche aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht aufgefiihrt sind

Pseudomolekiilion

Ceramid-Zusammensetzung

(m/z) Sphingoidbase Fettsaure
738.8 d18:1 (d19:0) C16h:0 (C16:0)
740.8 t18:0 (d18:0) C16:0 (C16h:0)
752.8 d19:1 (d20:0) C16h:0 (C16:0)
754.8 t19:0 (d19:0) C16:0 (C16h:0)
756.8 t18:0 C16h:0
768.8 t20:0 (d20:0) C16:0 (C16h:0)
770.8 t19:0 C16h:0
782.9 d21:0 C16h:0
784.8 t20:0 C16h:0
798.9 t19:0 C18h:0
812.9 t20:0 C18h:0
865.7 d18:0 C26:0
879.8 d19:0 C26:0

Ergebnisse

Tabelle 9 Strukturvorschlage zur Ceramid-Zusammensetzung von CMH aus Cercarien

Errechnete Ceramid-Zusammensetzungen der Pseudomolekillionen [M+Na]® von CMH aus
Cercarien (vgl. hierzu Abbildung 13A) basierend auf der massenspektrometrischen Untersuchung
enzymatisch freigesetzer Fettsauren (4.2.2.2) und Lyso-Verbindungen (4.2.2.1). Es sind jeweils die
Hauptkomponenten gezeigt, entsprechende Nebenkomponenten sind in Klammern gesetzt. d18:1,
C18-Sphingosin; d18:0 - d21:0, C18- bis C21-Sphinganin; t18 - t20:0, C18- bis C20-Phytosphingo-
sin; C16:0, gesattigte, nicht-hydroxylierte Fettsédure mit 16 Kohenstoffatomen; C16h:0, gesattigte,

hydroxylierte Fettsaure mit 16 Kohlenstoffatomen; etc.
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Pseudomolekiilion

Ceramid-Zusammensetzung

(m/z) Sphingoidbase Fettsaure
1563.1 d18:1 oder d19:1 C25:0 oder C24:0
1565.2 d18:0 oder d19:0 C25:0 oder C24:0
1575.2 dis:1 C26:1
1577.2 d18:1 oder d18:0 C26:0 oder C26:1
1579.2 d18:0 - d20:0 C26:0 - C24:0
1581.2 n.k. n.k.
1589.2 d19:1 C26:1
1591.2 d19:1 oder d19:0 C26:0 oder C26:1
1593.2 d18:0 oder d19:0 C27:0 oder C26:0
1595.2 t20:0 Cc24:.0
1603.2 d20:1 C26:1
1605.2 d20:1 oder d20:0 C26:0 oder C26:1
1607.2 d18:0 - d20:0 C28:0 - C26:0
1609.2 t20:0 C25:.0
1617.2 d21:1 C26:1
1619.2 d21:1 C26:0
1621.2 d19:0 - d21:0 C28:0 - C26:0
1623.2 t20:0 C26:0
1633.3 d21:1 C27:0
1635.3 d20:0 C28:0
1637.3 t20:0 Cc27.0
1649.3 d21:0 C28:0

Tabelle 10 Strukturvorschlage zur Ceramid-Zusammensetzung Le*-Pentasaccharid-tragender
GSL aus Cercarien

Errechnete Ceramid-Zusammensetzungen von Pseudomolekiilionen [M+Na]” Le*-Pentasaccharid-
tragender Lyso-GSL aus Cercarien basierend auf der massenspektrometrischen Untersuchung
enzymatisch freigesetzer Fettsduren (4.2.2.2) und entsprechender Lyso-Verbindung (4.2.2.1). Es
sind jeweils nur die vorherrschenden Kombinationen detektierter Hauptkomponenten (vgl. hierzu
Abbildung 13B) gezeigt. d18:1 - d21:1, C18- bis C21-Sphingosin; d18:0 - d21:0, C18- bis C21-
Sphinganin; t20:0, C20-Phytosphingosin; C24:0, gesattigte, nicht-hydroxylierte Fettsdure mit
24 Kohenstoffatomen; C26:1 ungesattigte, nicht-hydroxylierte Fettsdure mit 26 Kohlenstoffatomen,
etc.; n.k. nicht kalkulierbar.
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Die Ergebnisse zeigten in Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen [62], dass CMH-
Komponenten aus Cercarien Uberwiegend aus C18- bis C20-Phytosphingosinen in
Kombination mit Palmitinsaure (C16:0) sowie deren hydroxylierter Form (C16h:0) bestehen.

Im Gegensatz hierzu dominierten bei Le*-Pentasaccharid-tragenden GSL Ceramid-Zusam-
mensetzungen mit C18- bis C21-Sphinganinen sowie einem geringen Anteil an C18- bis C21-
Sphingosinen und C20-Phytosphingosin in entsprechenden Kombinationen mit gesattigten
und ungesattigten, langkettigen Fettsduren (C24:0 — C28:0; C26:1). In Abbildung 16 ist die
hieraus abgeleitete prototypische Struktur Le*-Pentasaccharid-tragender GSL aus Cercarien

schematisch dargestellit.

o)
4 3 4
: 35 : : /\H\W
* HN
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Abbildung 16 Strukturvorschlag firr Le*-Pentasaccharid-tragende GSL aus Cercarien

Prototyp Le*-Pentasaccharid-tragender GSL aus Cercarien mit C18- bis C21-Sphinganinen und
langkettigen Fettséauren mit 24 bis 28 Kohlenstoffatomen. Sphingosin-Derivate sowie ungesattigte
Fettsduren sind nicht illustriert. Blauer Kreis, Glucose; blaues Quadrat, N-Acetylglucosamin; gelber
Kreis, Galactose; gelbes Quadrat, N-Acetylgalactosamin; Dreieck, Fucose.

Darlber hinaus wurden Ceramid-Zusammensetzungen weiterer komplexer GSL von
Cercarien nicht detailliert analysiert. Da jedoch die registrierten Ceramid-Muster sowie Lyso-
GSL-Muster Le*- und pseudo-Le'-tragender GSL nahezu identisch waren (vgl. hierzu
Abbildung 13B und Abbildung 15A), kann zumindest basierend auf diesen Ergebnissen von

identischen Ceramid-Zusammensetzungen ausgegangen werden.
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4.3  Strukturelle Charakterisierung der GSL aus adulten Wirmern
4.3.1 Aufreinigung des Rohextraktes

Die Aufreinigung des Rohextraktes aus adulten Wiurmern (3.3.1) erfolgte nach dem in
Abbildung 17 dargestellten Schema.

Rohextrakt

J

Verseifung

\l/ HPLC-Monosaccharid-Analyse

RP-Chromatographie
(Entsalzung)

\l/ HPTLC-Kontrolle

\l/ HPLC-Monosaccharid-Analyse

NP-Chromatographie
(Fraktionierung)

Abbildung 17 Schematische Darstellung der Aufarbeitung von Glykolipiden

Zu Beginn der Aufarbeitung ergab eine HPLC-basierte Monosaccharid-Analyse (3.5) im
Anschluss an die Verseifung des Rohextraktes (3.4.1) einen Kohlenhydratgehalt von
insgesamt 330 ug. Nach darauffolgender Entsalzung Gber RP-Chromatografie (3.4.2) erfolgte
die erste Qualitatskontrolle der GSL-Aufarbeitung mittels HPTLC-basierter Trennung und
chemischer Detektion (3.4.3) der sowohl in beiden Eluaten, als auch in WW und Durchlauf
(DL) enthaltenen Glykolipide (Abbildung 18). Deutlich erkennbar waren hierbei im Eluat 1 auf
Hohe der Lauffront detektierbare intakte Phospholipide, welche auf eine nicht vollstandige
Verseifung des Rohextraktes schlieRen lieRen. Aufgrund der Polaritdtsunterschiede von
Phospholipiden und komplexen GSL konnte jedoch in der darauffolgenden NP-Chroma-
tographie eine deutliche Trennung beider Lipidklassen erwartet werden, so dass mit einer
Storung der strukturellen Charakterisierung komplexer GSL durch enthaltene Phospholipide
nicht zu rechnen war. Aus diesem Grund wurde zur Vermeidung weiterer Probenverluste auf

eine erneute Verseifung verzichtet.
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Abbildung 18 HPTLC von (Glyko)- Lipiden aus adulten Wirmern

Qualitatskontrolle der aufgearbeiteten GSL aus adulten Wirmern mittels HPTLC und chemischer
Detektion der (Glyko)-Lipide. (A), chemische Detektion von Lipiden mit lod. (B), chemische Detek-
tion von Kohlenhydraten mit Orcinol-Reagenz. Die bei der Farbung mit Orcinol-Reagenz nur im
Durchlicht erkennbaren, schwach gefarbten Banden sind entsprechend ihrer Laufhohe mit einer
Ellipse markiert. Std, Qualmix-Standard (CMH, Ceramidmonohexosid; CDH, Ceramiddihexosid;
CTH, Ceramidtrinexosid; CTetH, Ceramidtetrahexosid); E1, Eluat 1; E2, Eluat 2; DL, Durchlauf;
WW, Waschwasser; Le”, LNFP I1I-Neo-Glykolipid.

Die spezifische Farbung von Kohlenhydraten (Abbildung 18B) resultierte in der Spur des
Eluats 1 (E1) in der Detektion einer deutlichen Bande unterhalb der Laufhéhe der CMH des
Standards und mehrerer schwacher Banden unterhalb der Laufhéhen der Ceramidtri- (CTH)
und -tetrahexoside (CTetH). Dartiber hinaus waren schwache Banden auf und unterhalb der
Laufhthe des Le*-tragenden Neo-Glykolipids erkennbar. Obwohl jeweils entsprechende
Banden in der spezifischen Farbung von Lipiden (Abbildung 18A) vermutlich aufgrund der
geringeren Sensitivitat dieser Nachweismethode nicht detektierbar waren, deutete dieser
Befund auf das Vorhandensein von CMH, CTH, CTetH und komplexeren GSL in der
Aufarbeitung des Rohextraktes aus adulten Wirmern hin. Im Gegensatz zu E1 waren im
zweiten Eluat (E2) keine Glykolipide detektierbar. Darlber hinaus wiesen die deutlich
erkennbaren Farbungen von Lipiden und Kohlenhydraten in den Laufspuren des WW und DL
auf noch gréRere Mengen enthaltener Glykolipide hin.

Die anschlieRende HPLC-basierte Monosaccharid-Analyse (3.5) der beiden Eluate ergab
einen Gesamtgehalt an Kohlenhydraten von 64.6 pg (E1) bzw. 0.8 ug (E2). Die entsprechen-
den Analysen von DL und WW beliefen sich auf 23.6 pug bzw. 11.7 ug Kohlenhydrate, so dass
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DL und WW vereinigt und erneut tiber RP-Chromatographie (3.4.2) aufgereinigt wurden. Das
hierbei gewonnene Glykolipid-enthaltende Eluat zeigte jedoch in der HPLC-Monosaccharid-
Analyse deutliche Qualitatsminderungen (vergleichsweise hohe Mengen an Mannose, nicht-
definierbarer Peak zur Retentionszeit 25,14 min), so dass es bei der weiteren Glykolipid-
Aufarbeitung unberiicksichtigt blieb.

Die darauffolgende Fraktionierung der in E1 enthaltenen Glykolipide mittels NP-Chromato-
graphie erfolgte in acht Schritten (3.4.4). Wie aus Tabelle 11 ersichtlich, lagen die ermittelten
Kohlenhydratmengen der hierbei gewonnenen Einzelfraktionen in einem Bereich von 1,6 bis

13,7 ug, wobei die Fraktionen 2, 5, 6 und 7 den grof3ten Gehalt an Kohlenhydraten aufzeigten.

Monosaccharide [ug]

Fraktion
GIcNAc GalNAc Gal Man Glc Xyl Fuc Summe
1 0.09 0.02 0.29 n.d. 211 0.05 n.d. 2.5
2 0.09 0.20 2.98 n.d 10.43 0.04 n.d. 13.7
3 0.08 0.41 0.35 n.d. 0.85 0.07 n.d. 1.7
4 0.20 0.35 0.59 n.d. 0.75 n.d. n.d. 1.9
5 2.86 3.31 2.04 0.51 2.46 n.d. 1.72 12.4
6 3.23 3.44 0.63 0.39 1.78 n.d. 3.09 12.2
7 2.40 1.95 0.26 0.41 0.96 n.d. 2.07 7.6
8 0.42 0.22 0.16 0.30 0.56 0.18 0.28 1.6

Tabelle 11 HPLC-basierte Monosaccharid-Analyse der fraktionierten GSL aus adulten Wirmern

Die fraktionierten GSL aus adulten Wirmern wurden einer HPLC-basierten Monosaccharid-
Analyse unterzogen. Monosaccharide, die als Bestandteile von GSL angesehen werden kénnen,
sind durch Fettdruck hervorgehoben. Werte fir Glucose werden zum Teil durch vorhandene
Verunreinigungen verfalscht. GIcNAc, N-Acetylglucosamin; GalNAc, N-Acetylgalactosamin; Gal,
Galactose; Man, Mannose; Glc, Glucose; Xyl, Xylose; Fuc, Fucose; n.d., nicht detektierbar.

Nach bisherigen Erkenntnissen sind Mannose und Xylose keine Monosaccharid-Bausteine
von GSL aus S. mansoni. Sie blieben deshalb in der Berechnung des Gesamt-Kohlenhydrat-
gehaltes unberiicksichtigt. Jede Fraktion wurde auf eine Endkonzentration von 15 ng/uL

gebracht.
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4.3.2 Strukturelle Charakterisierung der Kohlenhydrat-Komponenten

Die strukturelle Charakterisierung der Kohlenhydrat-Komponenten der GSL erfolgte nach dem
in Abbildung 19 dargestellten Schema.

Native GSL enzymatischer Verdau Native Oligosaccharide

(Fraktionen 1 - 8) (rEGCase II) (Fraktionen 5 - 8)

J J J g
o
=

ELISA MALDI-MS(/MS) MALDI-MS(/MS) @
)
c
>
«
y
ESI-MS"

Abbildung 19 Workflow zur Strukturanalyse der Kohlenhydrat-Komponenten von GSL

4.3.2.1 Analyse der Kohlenhydratepitope nativer GSL mittels ELISA

Die fraktionierten, nativen GSL wurden in ELISA Experimenten beziglich ihrer Erkennung
durch mAK gegen verschiedene Kohlenhydratepitope (3.6.1) charakterisiert. Darliber hinaus
erfolgte die Untersuchung der DC-SIGN-Bindungseigenschaften der entsprechenden GSL
Uber deren Erkennung durch ein DC-SIGN-Fc Konstrukt (3.6.2). In Abbildung 20 sind die vom
Leerwert der Negativkontrolle bereinigten relativen optischen Dichten der einzelnen
Fraktionen in den jeweiligen Versuchen dargestellit.

Die Ergebnisse zeigten, dass uberwiegend GSL der Fraktionen 5 und 6 und zu einem deutlich
geringeren Anteil der Fraktion 7 von mAk gegen das Le*-Epitop gebunden wurden
(Abbildung 20A), wodurch auf eine entsprechende Prasenz des Le*-Epitops vorwiegend auf
GSL dieser Fraktionen geschlossen werden konnte. In &hnlicher Weise ergaben die
Experimente mit a-LDN-F die hdchsten relativen optischen Dichten fir GSL der Fraktionen 5
bis 7. Wie erwartet zeigten sich in Ubereinstimmung mit der Tatsache, dass die genannten
Kohlenhydratepitope von DC-SIGN gebunden werden kdnnen, im ELISA mit DC-SIGN-Fc
Konstrukt deutliche Bindungseigenschaften fir GSL der Fraktionen 5 und 6 und in ent-
sprechend vermindertem Malf3e fur Fraktion 7. Darliber hinaus konnte bei den Experimenten

mit a-LDN der grofdte Bindungslevel fiir GSL der Fraktion 5 gemessen werden, welcher in den
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nachfolgenden Fraktionen aufgrund der Zunahme von Komplexitat und Fucosylierungsgrad
der entsprechenden GSL kontinuierlich geringer wurde (Abbildung 20B). Einen ent-
sprechenden tendenziellen Verlauf zeigte die Bindung von a-LDN-DF mit der hdchsten
gemessenen optischen Dichte flir GSL der Fraktion 6. ELISA Experimente mit a-F-LDN /
a-F-LDN-F ergaben eine Zunahme der errechneten relativen optischen Dichten in den
Fraktionen 4 und 5, welche in den Fraktionen 6 bis 8 weitestgehend konstant blieb. Eine
hierbei fir GSL der Fraktion 2 gemessene Extinktion basierte auf unspezifischen Reaktionen,
da die entsprechende Fraktion ausschliel3lich CMH und CDH enthielt (vgl. hierzu 4.3.2.2).

45 60
g 40 A 50 B
g 351 —= Lewis* -+ LDN-DF
.5’ 301 —* LDN-F 407 —— DN
@ 257 —+ DC-SIGN 3] + F-LDN/F-LDN-F
8 20
B 15 20
3 10 "
g s
0 F1 F2 F3 F4 F5 Fé F7 F8 ° F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 |;8
GSL-Fraktionen GSL-Fraktionen

Abbildung 20 ELISA Experimente fraktionierter GSL aus adulten Wirmern

(A), relative optische Dichte der Einzelfraktionen (F1, Fraktion 1; F2, Fraktion 2; etc.) basierend auf
einer Erkennung der enthaltenen GSL durch mAk gegen Lewis” und LDN-F bzw. durch DC-SIGN-
Fc Konstrukt. (B), relative optische Dichte der Einzelfraktionen basierend auf einer Erkennung der
enthaltenen GSL durch mAk gegen LDN-DF, LDN und F-LDN / F-LDN-F.

4.3.2.2 Massenspektrometrische Untersuchung nativer GSL

Die fraktionierten GSL wurden in MALDI-MS Experimenten untersucht. Hierbei zeigte sich,
dass die Fraktionen 1 und 2 ausschlielich kleine GSL enthielten (Abbildung 21), wahrend
komplexere GSL in den Fraktionen 5 bis 8 detektiert werden konnten (Abbildung 22). Die
Fraktionen 3 und 4 enthielten Uberwiegend kleinere GSL, deren Spektren im Anhang
(Abbildung 36) abgebildet sind. Aufgrund der geringen Konzentration enthaltener GSL blieben
sie fur weitere Analysen zur strukturellen Charakterisierung der GSL aus adulten Wirmern
unbertcksichtigt.

In Fraktion 1 wurden ausschlie3lich Signale von CMH-Strukturen detektiert (Abbildung 21A).
Da CMH-Komponenten aus S. mansoni ausschliellich Glucose oder Galactose als
Kohlenhydrat-Komponenten enthalten [62], basiert das registrierte CMH-Muster alleinig auf
der Heterogenitat des Ceramidanteils hinsichtlich seiner Fettsaure- und Sphingoidbasen-
Zusammensetzung. In Ubereinstimmung mit frilheren Untersuchungen von CMH aus adulten
Wirmern konnten Pseudomolekiilionen [M+Na]" bei m/z 720.6, 722.6, 738.6, 740.6, 750.6,
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756.6, 768.7 und 784.7 detektiert werden, wahrend CMH bei m/z 754.6 bislang nur bei GSL
aus Cercarien und Eiern beschrieben wurde [62, 168]. Signale bei m/z 722.6, 740.6 und 756.6
wurden in dieser Fraktion als Hauptkomponenten registriert. Nach Zugabe von 1 pL 4 mM
Lithiumchlorid (LiCI) zum Probenspot konnten ausschlie3lich die in ihrer Masse um 16 Da
verringerten Lithiumaddukte ([M+Li]") der oben genannten Signale detektiert werden
(m/z 704.5, 706.5, 722.6, 724.6, 734.6, 738.6, 740.6, 752.7, 768.7; Abbildung 21B) und
verifizierten somit deren vorherige Annotation als Natriumaddukte ([M+Na]"). Im Gegensatz
hierzu konnten von den Signalen bei m/z772.6 und 782.6 (Abbildung 21A) keine
detektierbaren Pseudomolekilionen [M+Li]" bei m/z 756.6 und 766.6 generiert werden.
Folglich wurde das Signal m/z 772.6 als Kaliumaddukt ([M+K]") der CMH-Komponente
m/z 756.6 annotiert. Eine entsprechende Zuordnung war fir das Signal bei m/z 782.6 nicht
madglich, sodass es als ,undefiniert” gekennzeichnet wurde.

Zusatzlich zu den in Fraktion 1 registrierten GSL konnten in Fraktion 2 Pseudomolekilionen
[M+Na]® bei m/z 770.7, 800.7 und 925.7 detektiert werden (Abbildung 21C). Die CMH-
Komponenten bei m/z 770.7 und 800.7 wurden bislang nur bei Cercarien beschrieben,
wahrend das Signal m/z 925.7 bereits eine CDH-Komponente reprasentierte [62]. Dartber
hinaus zeigten sich im Vergleich zur Fraktion 1 deutliche Intensitatsunterschiede des detek-
tierten Ceramid-Musters: Die CMH-Komponente bei m/z 756.6 wurde als Hauptkomponente
detektiert, wahrend die Signale m/z 722.6 und 740.6 CMH-Nebenkomponenten darstellten.
Die LiCl-Zugabe zum Probenspot resultierte in der Detektion der entsprechenden
Pseudomolekiilionen [M+Li]" bei m/z 706.7, 722.7, 724.7, 738.7, 740.7, 754.8, 768.8, 784.8
und 909.9 (Abbildung 21D). Ein dem Natriumaddukt ([M+Na]") m/z 768.6 entsprechendes
Lithiumaddukt ([M+Li]") m/z 752.6 konnte aufgrund des unginstigen Verhaltnisses von
Grundrauschen zu registrierter Signalintensitat nicht sicher detektiert werden Dariber hinaus
konnte das Signal bei m/z 756.7 als Natriumaddukt ([M+Na]") der CMH-Hauptkomponente
identifiziert werden. Hierbei erfolgte die Differenzierung vom massenidentischen
Lithiumaddukt ([M+Li]") der Komponente m/z 772.6 (vgl. Abbildung 21C) durch Zugabe von
KCI zum Probenfleck (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 21 MALDI-MS Analyse kleiner GSL aus adulten Wirmern

Massenspektrometrische Untersuchung nativer GSL aus Fraktion 1 (A und B) und Fraktion 2 (C
und D). Die nativen GSL wurden vorwiegend als Pseudomolekiilionen [M+Na]" detektiert (A, C).
Nach Zugabe von 1 pL 4 mM LiCl-Lésung wurden (iberwiegend Lithiumaddukte ([M+Li]") registriert
(B, D). Kaliumaddukte ([M+K]") sind mit einem Rhombus () und undefinierte Signale mit einem
Stern (*) gekennzeichnet. Das Natriumaddukt ([M+Na]") in (D) ist mit einer Raute (#) markiert.

Komplexere GSL wurden in MALDI-MS Experimenten der Fraktionen 5 bis 8 detektiert
(Abbildung 22). Aufgrund der Ceramid-Heterogenitét hinsichtlich unterschiedlicher Fettsauren-
und Sphingoidbasen-Zusammensetzungen zeigte sich auch bei den komplexen GSL ein
ahnliches Ceramid-Muster, wie es bereits fir die CMH-Komponenten beobachtet wurde.

Mit Hilfe von MALDI-MS/MS Experimenten einzelner Komponenten (Daten nicht gezeigt)
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sowie GlycoWorkbench Software-Tools [57] konnten die detektierten Signale Uberwiegend

rechnerisch in Ceramid-Cluster identischer Monosaccharid-Zusammensetzungen eingruppiert
werden, welche in Tabelle 12 zusammenfassend dargestellt sind.

A B ™
&
© <M
. N
Q L0
o 0 —
LR
N~
T oW
T
S ©
B o
‘0 ‘0 © |9
c - s
) [} N @
— = A o) -
c c || % o)
—|; © S
<
& N
* ‘(3 i~
~ ? i
o o i
N ® N
S 2 |
—
T T T T T T T T T T
1200 1400 1600 1800 2000 m/z 1200 1400 1600 1800 m/z
[T5)
C D ™ ~ ® @
L0 65 oo N
— N~
N T ~
o~ < NN o
~ 7o) @
N — ™ .| 09
N — oW
F! 5 9N «
N )
8 o s 3 N R
N - or~Y % © © ~
= N = © NOW g ~ N~ N
T — © ® DOoOWN o N o
= - - G O HANNC T o 0§ S
c o 5 c : Pt NES ~
= q c N ol o o N
- N - AN < N (o2}
N NI | © o
Q (N ~ N No o
® 35 N Qv o
; oM
NN Y I
N 9) ol 6
P — < 0N
‘o : © ®©
feo] o N N
9 g
i T T T T T T T T T T
1700 1900 2100 2300 2500 2700 m/z 1800 2000 2200 2400 2600 2800 m/z

Abbildung 22 MALDI-MS Analyse komplexer GSL aus adulten Wirmern

Massenspektrometrische Untersuchung nativer GSL der Fraktion 5 (A), Fraktion 6 (B), Fraktion 7
(C) und Fraktion 8 (D). Die GSL wurden als Pseudomolekiilionen [M+Na]" registriert. Das undefi-

nierte Signal in (A) ist mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Zu Gunsten der Ubersichtlichkeit sind
nicht alle detektierten Signale annotiert (vgl. hierzu Tabelle 12).
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Kohlenhydrat-

detektierte Ceramid-Cluster (m/z)

Zusammensetzung 5 6 £7 F8
1288.8, 1290.8,
LN 1306.8, 1308.8, 1291.2, 1309.2,
2N2 1316.8, 1318.8. 1319.2
1336.8
1436.9, 1452.9,
FHoN, 1454.9, 1464.9  1437.2, 14533
1470.8
1496.3, 1512.4,
FLHLN, 1495.9 s
1641.9, 1658.0, 1642.5, 1656.8,
FaHiNs 1669.9 1658.5 1658.2
FoHiNs 1788.0, 1804.0 1788.6, 1804.5,
1934.6, 1950.6,
F,H.NS 1934.1,1950.1, 1962.4, 1964.4. 1934.2, 1950.2 1950.4
1978.7
1697.1, 1699.2,
FLHIN, 1699.0 16991?;1;7615'5' 1715.2. 1727.2.
: 1729.2
1827.2, 1843.1,
18451 18610, 1827.6,18455, 18000100 1827.1,18433,
F,HIN, 1861.5, 1873.6. 1845.3. 1863.3,
1889.0 P 1861.2, 18732, 1or> 5 to083
: 1875.2, 1889.2 -4, 1889.
1991.2, 2007.2,
FaHoN, 1991.0 1991.6, 2007.7 2019.2. 2021.2.  1991.4, 2007.4
2035.2
2119.8, 2137.7, giégg gigig 2119.4, 2137.5,
F,HLN, 2137.1 21532 2153.7. 2165.8, 2,2151.2, 51555 2165.4.
2181.7 2153.2,2165.2, 51675 21814
: 2167.2, 2181.2 -5, 2181
FoH.N, 2283.1, 2299.1
2046.1, 2048.2,
FoHiNs 2064.1 2076.2, 2048.4, 2064.4
2092.2
2194.2. 22102,
FoHNs ors s 2  2194.4,22104
2340.2, 2356 1,
F,H.Ns S 2 2340.6, 2356.6
2630.1, 2632.1,
FeHiNs 2648.0,

Tabelle 12 Monosaccharid-Zusammensetzungen komplexer GSL aus adulten Wirmern
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2397.1, 2413.1,
F,H,Ng 2425.1, 2427.2,
2441.1
2543.1, 2559.1,
F,H;Ng 2571.1, 2573.1, 2251.5,2267.5
2587.1
2397.6, 2413.6,
FsH;1Ng 2425.7, 2441.6
2543.7, 2559.7,
F4H1Ng 2571.8, 2587.8
2617.7, 2629.7,
FsHiN; 2645.8
2746.9, 2762.8,
FaHiN; 2774.1 2774.9, 2790.9
FHAN 2892.9, 2921.0,

2937.0

Tabelle 12 (Fortsetzung)

Anhand von MALDI-MS/MS Experimenten und GlycoWorkbench Software Tools [57] erfolgte eine
Eingruppierung der in den Fraktionen 5 bis 8 (F5 - F8) als Pseudomolekiilionen [M+Na]
registrierten komplexen GSL in Ceramid-Cluster identischer Monosaccharid-Zusammensetzungen
(vgl. hierzu Abbildung 22). H, Hexose; N, N-Acetylhexosamin; F, Fucose; H,N,, Oligosaccharid,
welches aus 2 Hexose- und 2 N-Acetylhexosamin-Bausteinen besteht, etc.

Hierbei zeigte sich, dass die in Fraktion 5 (F5) registrierten GSL-Hauptkomponenten
Kohlenhydrat-Anteile bestehend aus zwei Hexosen und zwei N-Acetylhexosaminen (HzNo,
m/z 1288.8 - 1336.8) bzw. deren monofucosylierten Variante F;H,N, (m/z 1436.9 - 1470.8)
aufzeigten (Abbildung 22A, Tabelle 12). Unter Bertcksichtigung der ELISA Experimente
(4.3.2.1, Abbildung 20A), welche eine dominierende Prasenz Le*-tragender GSL in Fraktion 5
indizierten, reprasentierte die Kohlenhydrat-Komponente der allgemeinen Zusammensetzung
F,H.N, sehr wahrscheinlich Le*-Pentasaccharid. Dariiber hinaus waren GSL, deren
Kohlenhydrat-Komponenten eine Hexose und drei bzw. vier N-Acetylhexosamine aufzeigten
(F14H:iN3z und F;14H;N4) und die somit indikativ fur die Prasenz variabel fucosylierter LDN-
Epitope waren, in deutlich geringerer Intensitat detektierbar.

Die genannten GSL wurden in der Fraktion 6 (F6) in deutlich veréanderten Signalintensitaten
registriert (Abbildung 22B, Tabelle 12). GSL-Spezies, deren Kohlenhydrat-Komponenten zwei
Hexose-Einheiten aufzeigten (H,N,, m/z 1291.2 - 1319.2; F1H,N,, m/z 1437.2, 1453.3) wurden
in niedrigeren Intensitaten detektiert, wahrend entsprechende Spezies mit einer Hexose
(F14H1N3z4) deutlichere Signale reprasentierten. Hierbei bildeten GSL, welche Kohlen-
hydratreste der allgemeinen Zusammensetzung F,H;N4 (m/z 1827.6 - 1889.6) und F;H;N4
(m/z 2119.8 - 2181.7) aufzeigten, die Hauptkomponenten.

GSL dieser Kohlenhydrat-Zusammensetzungen wurden ebenfalls in Fraktion 7 (F7) als
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Hauptkomponenten registriert (F,HiN4, m/z 1827.2 - 1889.2; F4H;N4, m/z 2119.2 - 2181.2)
(Abbildung 22C, Tabelle 12). Die entsprechenden Ceramid-Cluster dieser GSL-Spezies
beinhalteten jeweils acht Signale und reprasentierten somit die grofdte detektierte Ceramid-
Heterogenitat innerhalb der komplexen GSL der Fraktionen 5 bis 8. Zusétzlich zu den bereits
in den Fraktionen 5 und 6 beschriebenen Spezies wurden GSL mit mehrfach fucosylierten
Kohlenhydrat-Komponenten, welche aus einer Hexose und bis zu sieben N-Acetylhexosamin-
Einheiten aufgebaut waren, detektiert (FsHiN4, FosH1Ns exkl. FsHiNs, F1oH;Ng und F4H;N>).
Darlber hinaus konnte, basierend auf den MALDI-MS Experimenten, nicht auf die Prasenz
H,N,- bzw. F1HoN,-tragender GSL geschlossen werden.

In Fraktion 8 (F8) wurden GSL-Spezies der komplexesten Kohlenhydrat-Zusammensetzungen
registriert, welche eine Hexose, bis zu flinf Fucosen und bis zu sieben N-Acetylhexosamin-
Einheiten (F{HiN3, F,.4HiN4s, FszsHiN7) aufzeigten (Abbildung 22D, Tabelle 12). Wie in
Fraktion 7 konnte auch in dieser Fraktion nicht auf die Prasenz H,N,- bzw. FiH,No-tragender
GSL geschlossen werden.

Es bleibt hierbei jedoch zu bericksichtigen, dass die vorgenommene Eingruppierung
registrierter GSL zu Ceramid-Clustern identischer Monosaccharid-Zusammensetzungen in
Tabelle 12 aufgrund des moglichen Vorkommens isobarer Strukturen keinen Anspruch auf
Vollstandigkeit erheben kann. So konnten beispielsweise bei der Fragmentierung des GSL bei
m/z 1658.5 aus Fraktion 6 diagnostische Signale fir Kohlenhydrat-Komponenten der
allgemeinen Zusammensetzung F,H;N; und F;H,N3; detektiert werden, welche bei
entsprechenden  Ceramid-Zusammensetzungen  GSL  identischer Massen  bilden
(Abbildung 37; Anhang). Die Eingruppierung der registrierten GSL in Tabelle 12 erfolgte
entsprechend ihrer Hauptisobare. Auf Mehrfach-Zuordnungen einzelner Signale wurde aus

Grunden der Ubersichtlichkeit verzichtet.

4.3.2.3 Massenspektrometrische Untersuchung nativer Oligosaccharide

Zur detaillierten strukturellen Charakterisierung der Kohlenhydrat-Komponenten komplexer
GSL der Fraktionen 5 bis 7 wurden die nativen Oligosaccharide enzymatisch freigesetzt
(3.7.1) und in MALDI-MS Experimenten untersucht (Abbildung 23). Fraktion 8 blieb hierbei
wegen der geringen Menge enthaltener GSL (vgl. hierzu 4.3.1) unbertcksichtigt.

Durch MALDI-MS/MS Experimente (Daten nur beispielhaft gezeigt; vgl. Abbildung 23D) sowie
mit Hilfe von Glyco-Peakfinder [159] wurden den registrierten Pseudomolekiilionen [M+Na]"
nativer Oligosaccharide die entsprechenden Kohlenhydrat-Zusammensetzungen zugeordnet,
welche die zuvor Uberwiegend rechnerisch ermittelten Kohlenhydratanteile der nativen GSL
(4.3.2.2) weitestgehend bestétigten. Durch LiCl-Zugabe zum Probenspot erfolgte die

Identifizierung von Kaliumaddukten ([M+K]") (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 23 MALDI-MS (/MS) Analyse nativer Oligosaccharide aus adulten Wirmern

Massenspektrometrische Untersuchung enzymatisch freigesetzter Oligosaccharide. (A), MALDI-
MS Spektrum Fraktion 5. (B), MALDI-MS Spektrum Fraktion 6. (C), MALDI-MS Spektrum Fraktion
7. (D), MALDI-MS/MS Spektrum von F,H;N,4 bei m/z 1307.7 (Pfeil) aus Fraktion 6. Die Berechnung
der Monosaccharid-Zusammensetzungen annotierter Pseudomolekiilionen [M+Na]® in (A-C)
erfolgte mittels Glyco-Peakfinder [159]. Kaliumaddukte ([M+K]") sind mit einem Rhombus (¢) und
undefinierte Signale mit einem Stern (*) gekennzeichnet. H, Hexose; N, N-Acetylhexosamin; F,

Fucose.

In Fraktion 5 wurden H,;N, (m/z 771.4) und die entsprechende monofucosylierte Variante
FiH,N, (m/z 917.5) als Hauptkomponenten detektiert (Abbildung 23A). Das um ein N-Acetyl-
hexosamin verlangerte Oligosaccharid F;H,N3 konnte bei m/z 1120.6 registriert werden, wobei
die Tatsache, dass entsprechende F;H,Ns;-enthaltende GSL bei der massenspektro-
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metrischen Analyse nativer GSL nicht berechnet wurden (Tabelle 12), unter anderem indikativ
fur das bereits unter 4.3.2.2 beschriebene Vorkommen isobarer Strukturen zu werten ist.
Darlber hinaus konnten variabel fucosylierte Oligosaccharide bestehend aus einer Hexose
und drei bzw. vier N-Acetylhexosamin-Einheiten detektiert werden (Fo4H:N3; bei m/z 812.4,
958.5, 1104.6, 1250.7, 1396.8; Fo4H:N4 bei m/z 1015.6, 1161.7, 1307.8, 1453.8, 1599.9).
Wahrscheinlich aufgrund ihrer geringen Konzentration konnten native GSL, welche die nicht
fucosylierten Kohlenhydrat-Komponenten H;N; und H;N, tragen, in den entsprechenden
massenspektrometrischen Analysen nicht nachgewiesen werden (vgl. hierzu Abbildung 22A,
Tabelle 12). Fur das Pseudomolekillion [M+Na]® bei m/z 933.5 wurde die allgemeine
Zusammensetzung HsN, errechnet. Durchgefiihrte ESI-MS" Experimente ergaben
diesbezliglich die Monosaccharid-Sequenz  HexNAc-HexNAc-Hex-Hex-Hex (HexNAc,
N-Acetylhexosamin; Hex, Hexose) und deuten somit auf das Vorliegen des vom Wirtstier
stammenden Forssman Antigens (GalNAc(al-3)GalNAc(B1-3)Gal(al-4)Gal(B1-4)Glc) hin, wie
es bereits in Untersuchungen zur Struktur von GSL aus Fasciola hepatica beschrieben wurde
[171] (Daten nicht gezeigt).

Die aus GSL der Fraktion 6 freigesetzten Oligosaccharide zeigten Gberwiegend die allgemeine
Zusammensetzung F,4H;N3s (m/z 1104.6, 1250.7, 1396.7) und F;4H;N4 (m/z 1161.6, 1307.7,
1453.7, 1599.8), wobei F,H;N; und F4;H;N; als Hauptkomponenten registriert wurden
(Abbildung 23B). Signale fur Oligosaccharide mit zwei Hexose-Bausteinen (H,N,, m/z 771.3;
F1H>N,, m/z 917.5) konnten nur mit niedriger Intensitét detektiert werden.

In Ubereinstimmung mit den MALDI-MS Experimenten nativer GSL (4.3.2.2) wurden die
komplexesten Oligosaccharide in Fraktion 7 detektiert (Abbildung 23C). Neben variabel
fucosylierten Kohlenhydratstrukturen, welche eine Hexose und drei bis vier N-Acetyl-
hexosamin-Einheiten aufzeigten (F4H;Ns, m/z 1396.6; F;sH;N,4;, m/z 1161.5, 1307.6, 1453.6,
1599.7, 1745.8), konnten entsprechend verlangerte Strukturen mit finf bzw. sechs N-Acetyl-
hexosamin-Bausteinen detektiert werden (F;4H;Ns, m/z 1364.6, 1510.6, 1656.7, 1802.8;
F..4HiNs, m/z 1713.8, 1859.8, 2005.9). Oligosaccharide der allgemeinen Zusammensetzung
FiH,N4 (m/z 1323.6), F,H:N, (m/z 1469.6) und FsHN, (m/z 1615.7), welche wahrscheinlich
verlangerte Strukturen der in den Fraktionen 5 und 6 registrierten Kohlenhydrat-Komponenten
F1H>N> und FiH,N3 repréasentierten, wurden in niedrigen Signlintensitaten registriert. FoH;Ng4

und F4H;N4 bildeten auch in dieser Fraktion die Hauptkomponenten.
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, Fragmentionen moglicher Strukturkandidaten
detektierte Masse

207.6

225.6 (243.7)

371.5 (389.7)

410.7

(m/z) ﬂ_._m_.
.

428.6 (446. 6)

517.4

574.5 (592.7)

608.6

631.6 (649.8)

720.8 (739.0)
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Tabelle 13 Fragmentionen von Strukturisomeren der Monosaccharid-Zusammensetzung FoHiN,4

Die Signale wurden als Natriumaddukte ([M+Na]") registriert und mit Glycoworkbench Software
Tools [57] annotiert. Es sind nur die Piktogramme der B-Fragmente gezeigt, wahrend die Massen
entsprechender C-Fragmente in Klammern gesetzt sind [162]. Beispielhaft ist jeweils nur ein
Fragment fur einen moglichen Fragmentierungspfad dargestellt. Blauer Kreis, Glucose; blaues
Quadrat, N-Acetylglucosamin; gelber Kreis, Galactose; gelbes Quadrat, N-Acetylgalactosamin;
Dreieck, Fucose; H, Hexose; N, N-Acetylhexosamin; F, Fucose.

Darlber hinaus zeigte sich, dass die im Rahmen der massenspektrometrischen Untersuchung

nativer Oligosaccharide durchgefiihrten MALDI-MS/MS Experimente zwar die mittels
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GlycoPeakfinder [159] errechneten Monosaccharid-Zusammensetzungen bestétigten, eine
Differenzierung moglicher isomerer Strukturen jedoch nicht erlaubten. Exemplarisch soll dies
am Beispiel der MALDI-MS/MS Analyse des Oligosaccharids der allgemeinen
Zusammensetzung F,H;N,4 (m/z 1307.7) aus Fraktion 6 gezeigt werden (Abbildung 23D).

In Tabelle 13 sind den registrierten Masse-Ladungs-Quotienten (m/z) die Piktogramme
entsprechender Fragmentionen moglicher Strukturisomere von F,HiN4 zugeordnet. Hierbei
sind die dargestellten Isomere in Anlehnung an bereits beschriebene Kohlenhydratstrukturen
aus GSL verschiedener Lebensstadien von S. mansoni beispielhaft gewéhlt. Es sind jeweils
nur Piktogramme der B-Fragmente gezeigt, wahrend die Masse-Ladungs-Quotienten
entsprechender C-Fragmente in Klammern gesetzt sind [162]. Die Ergebnisse zeigten
deutlich, dass die durchgefiihrten MALDI-MS/MS Experimente keine spezifischen Aussagen
zur Monosaccharid-Sequenz der untersuchten Kohlenhydratstruktur erlaubten, da jedes

registrierte Signal durch Fragmente von mindestens zwei Strukturisomeren erklarbar war.

4.3.2.4 Massenspektrometrische Untersuchung derivatisierter Oligosaccharide

Da MALDI-MS/MS Experimente nativer Oligosaccharide keine Hinweise zur strukturellen
Differenzierung isomerer Kohlenhydratstrukturen aufzeigten (vgl. 4.3.2.3), erfolgte deren
massenspektrometrische Charakterisierung anhand permethylierter Glykane.

Abbildung 24 zeigt das MALDI-MS/MS Spektrum des permethylierten Oligosaccharids der
allgemeinen Zusammensetzung F>H;N4 bei m/z 1601.9 (Pfeil) aus Fraktion 6. Im Gegensatz
zu der entsprechenden Analyse des nativen Oligosaccharids (vgl. hierzu Abbildung 23D,
Tabelle 13) waren charakteristische Signale bei m/z 259.6, 402.6, 445.4 und 1342.1
detektierbar, welche in ihrer Gesamtheit auf die Préasenz des grin markierten Struktur-
kandidaten (Inset) mit difucosyliertem, subterminalem N-Acetylhexosamin hindeuteten.
Dariiber hinaus war die Detektion von Fragmentionen eines monofucosylierten, terminalen
N-Acetylhexosamins (m/z 433.5 bzw. 455.6) in Kombination mit dem entsprechenden Signal
bei m/z 1168.4 sowie dem Signal m/z 419.5 indikativ fur die Prasenz des rot markierten
Strukturkandidaten (Inset) zu werten. Allerdings war eine endglltige Verifizierung des
Vorkommens beider Strukturisomere ohne weitere Fragmentierung charakteristischer Signale
(z.B. m/z 1168.4) nicht sicher mdglich. Dariiber hinaus konnten in der MALDI-MS/MS Analyse
diagnostische Signale einer weiteren isomeren Nebenkomponente nicht detektiert werden,
deren Prasenz in ESI-MS" Untersuchungen hingegen sicher bestétigt werden konnte (vgl.
hierzu Tabelle 15).



Ergebnisse

Abbildung 24 MALDI-MS/MS Analyse
von permethyliertem F,H;N,4

i I MALDI-MS/MS Spektrum des per-
methylierten Glykans F,H;N, bei

m/z 1601.9 (Pfeil, aus Fraktion 6). Die

Annotation der registrierten Fragment-

ionen  ([M+Na]") erfolgte  mittels
GlycoWorkbench Software Tools [57].
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Aufgrund der beschriebenen Nachteile der MALDI-MS/MS-basierten Charakterisierung
isomerer Kohlenhydratstrukturen erfolgte deren Analyse in ESI-MS" Untersuchungen perme-
thylierter und zum Teil reduzierter Glykane (3.10.2) aus den Fraktionen 5 und 6. Eine
Charakterisierung derivatisierter Oligosaccharide der Fraktion 7 sowie der Komponenten H;N;
und H;N,4 aus Fraktion 5 war aufgrund der geringeren Menge entsprechender Kohlenhydrate
nicht moglich.

Die hierbei angewandte Methodik soll im Folgenden an einigen ausgewahlten Strukturen
exemplarisch dargestellt werden. Soweit eine Charakterisierung von Strukturen identischer
Kohlenhydrat-Zusammensetzungen aus den Fraktionen 5 und 6 moglich war, resultierte sie in
der Detektion nahezu gleicher Fragmentierungsmuster, so dass die in diesen Féllen gezeigten
Spektren jeweils beispielhaft aus einer der genannten Fraktionen gewahit sind.

Im Folgenden sind die registrierten Fragmentionen entsprechend der Nomenklatur von Domon
und Costello [162] bezeichnet. In allen gezeigten Spektren erfolgte die Annotation detektierter
Signale mittels GlycoWorkbench Software Tools [57] in Anlehnung an bereits beschriebene
Kohlenhydratstrukturen von GSL aus S. mansoni und in Ubereinstimmung mit den durchge-
fuhrten ELISA Experimenten (4.3.2.1). In Fallen, in denen ein Signal durch mehrere Frag-
mente verschiedener Fragmentierungspfade erklart werden konnte, ist exemplarisch nur ein

Fragment eines mdglichen Fragmentierungspfades dargestellit.
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Strukturelle Charakterisierung von HyN,

Unter Berilcksichtigung der bei GSL aus S. mansoni beschriebenen Kohlenhydratepitope
zeigten die generierten Spektren deutlich, dass das Hauptisomer des Tetrasaccharids HyN»
ein terminales LacNAc-Epitop tragt (Abbildung 25). Dartiber hinaus konnten diagnostische
Signale einer bisher bei GSL aus S. mansoni nicht beschriebenen isomeren Struktur mit
terminalem N-Acetylhexosamin und subterminaler Hexose detektiert werden. In Abbildung 25
sind Struktur und diagnostische Signale des Hauptisomers grin, die der Nebenkomponente
entsprechend rot markiert. Nicht-diagnostische Signale sind mit Fragmenten beider Struktur-

isomere annotiert.
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Abbildung 25 ESI-MS" Analyse von H,N,

Strukturelle Charakterisierung des reduzierten und permethylierten Oligosaccharids der
Zusammensetzung H,N, aus Fraktion 5. (A), ESI-MS® Spektrum des precursors m/z 983.4. (B),
ESI-MS® Spektrum der B,-Fragmentionen bei m/z 486.2 (983.4—486.2). Abspaltungen von Keten
(Am/z 42) sind durch grau gestrichelte Linien illustriert. Die Annotation der registrierten
Natriumaddukte ([M+Na]") erfolgte mittels GlycowWorkbench Software Tools [57]. Undefinierte
Signale sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Diagnostische Signale der beiden Struktur-
isomere sind in grin bzw. orange markiert. Blauer Kreis, Glucose; blaues Quadrat, N-Acetyl-
glucosamin; gelber Kreis, Galactose; gelbes Quadrat, N-Acetylgalactosamin; weier Kreis,
Hexose; weiRes Quadrat, N-Acetylhexosamin; Dreieck, Fucose; H, Hexose; N, N-Acetylhexosamin.

Im ESI-MS? Spektrum des precursors m/z 983.4 bildeten B,- und Bs-Fragmentionen Signale
der hochsten Intensitat (m/z 486.2, 731.3) (Abbildung 25A). Das Signal bei m/z 444.2 konnte

nicht durch ein Kohlenhydratfragment der beiden Strukturkandidaten erklart werden, lieferte
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jedoch durch eine Differenz von Am/z=42 vom Signal des B,-Fragmentions Hinweise auf eine
erfolgte Ketenabspaltung. Abspaltungen dieser Art wurden in ESI-MS" Analysen des
Oligosaccharids F;H;N, verifiziert (siehe unten). Das Signal m/z 329.2 konnte durch ein
32 Asienac2-Fragmention des LacNAc-Epitops erklart werden und ist somit als diagnostisch fiir
dessen Prasenz zu werten. Signale, welche das Vorkommen der isomeren Nebenkomponente
verifizierten, wurden als B3Zz- und B3Y3-Fragmentionen bei m/z 454.1 bzw. 472.2 detektiert.
Entsprechende Fragmentionen des Hauptisomers konnten nicht detektiert werden, was als
Hinweis auf eine besonders leichte Fragmentierung der glykosidischen Bindung zwischen den
beiden N-Acetylhexosamin-Bausteinen gewertet werden muss. Y,- und Z,-Fragmentionen bei
m/z 502.2 bzw. 520.2 bestatigten die Prasenz des schisto-cores am reduzierenden Ende des
Tetrasaccharids.

Die weitere Fragmentierung des Kohlenhydratepitopes bei m/z 486.2 (983.4—486.2)
bestatigte die bisher beschriebene strukturelle Charakterisierung von H;N, (Abbildung 25B):
Das durch Ketenabspaltung vom precursor generierte Fragment bildete bei m/z 444.2 das
Signal der hochsten Intensitat. B;- und C;-Fragmentionen einer endstdndigen Hexose
(m/z241.0, 259.1), das B,Yz-Fragmention eines subterminalen N-Acetylhexosamins
(m/z 268.2) sowie das bereits in ESI-MS? Experimenten von H,N, beschriebene Signal bei
m/z 329.2 konnten nur durch Fragmentierung des LacNAc-Epitops generiert worden sein und
verifizierten dieses anhand ihrer hohen Signalintensitaten als Kohlenhydratepitop des
Hauptisomers. In deutlich geringerer Intensitit wurde das B,Ys-Fragmention der

subterminalen Hexose der Nebenkomponente detektiert (m/z 227.0).

Strukturelle Charakterisierung von FiH,N,

In Ubereinstimmung mit den ELISA Exprimenten konnten die ESI-MS" Analysen des
Oligosaccharids der allgemeinen Zusammensetzung F;H,N, Le*-Pentasaccharid als
Hauptisomer identifizieren (Abbildung 26). Entsprechend der massenspektrometrischen
Untersuchung von H,N; (siehe oben) konnte auch hier auf das zusatzliche Vorkommen einer
isomeren Nebenkomponente mit monofucosyliertem, terminalem N-Acetylhexosamin und
subterminaler Hexose geschlossen werden. In Abbildung 26 sind Struktur und diagnostische
Signale des Hauptisomers griin, die der Nebenkomponente orange markiert. Zur besseren
Ubersichtlichkeit sind die nicht farblich markierten Signale, welche Fragmente beider
Strukturkandidaten reprasentieren kénnen, jeweils nur mit dem Fragment des Hauptisomers
Le*-Pentasaccharid annotiert.
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Abbildung 26 ESI-MS" Analyse von F;H,N,

Strukturelle Charakterisierung des reduzierten und permethylierten Oligosaccharids der
Zusammensetzung F;H,N, aus Fraktion 5. (A), ESI-MS? Spektrum des precursors m/z 1157.6. (B),
ESI-MS® Spektrum des Kohlenhydratepitops bei m/z 660.4 (1157.6—660.4). (C), ESI-MS’
Spektrum der BY-Fragmentionen m/z 472.2 (1157.6—660.4—472.2). (D), ESI-MS® Spektrum der
BY-Fragmentionen nach Keten-Abspaltung bei m/z430.2 (1157.6—660.4—472.2—430.2).
Abspaltungen von Keten (Am/z 42) sind durch grau gestrichelte Linien illustriert. Die Annotation
registrierter Natriumaddukte ([M+Na]") erfolgte mittels GlycoWorkbench Software Tools [57].
Undefinierte Signale sind mit einem Stern (*), diagnostische Signale der beiden Strukturisomere in
grin bzw. orange markiert. Blauer Kreis, Glucose; blaues Quadrat, N-Acetylglucosamin; gelber
Kreis, Galactose; gelbes Quadrat, N-Acetylgalactosamin; weil3er Kreis, Hexose; weil3es Quadrat,
N-Acetylhexosamin; Dreieck, Fucose; H, Hexose; N, N-Acetylhexosamin;F, Fucose.
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In  Ubereinstimmung mit friiheren massenspektrometrischen  Untersuchungen der
Kohlenhydrat-Komponenten von GSL aus Cercarien und Eiern von S. mansoni zeigte das
ESI-MS? Spektrum des precursors m/z 1157.6 das charakteristische Fragmentierungsmuster
des Le*-Pentasaccharids, welches maRgeblich durch Detektion des Y-Fragments des schisto-
cores (m/z 520.3) und des B-Fragments des Kohlenhydratepitops (m/z 660.4) bestimmt wird
(Abbildung 26A) [65, 141]. Mit schwacher Intensitat konnte bei m/z 456.2 das fur die Neben-
komponente diagnostische Bi4-Fragmention eines monofucosylierten, terminalen N-Acetyl-
hexosamins detektiert werden.

Eine mégliche Fucosylierung des schisto-cores wurde iiber ESI-MS?® Analysen des Signals bei
m/z 905.5 ausgeschlossen, welche keine Hinweise bezlglich dieser Modifikation aufzeigten
(Daten nicht gezeigt).

Die weitere Untersuchung des Kohlenhydratepitops bei m/z 660.4 in ESI-MS® Analysen
(1157.6—660.4) bestatigte das Le*-Epitop als Hauptisomer durch Detektion diagnostischer
Signale bei m/z 241.0, 236.0, 259.1, 301.0, 329.2, 424.1 und 442.2 (Abbildung 26B). In
analoger Weise konnten BsYs- und B,-Fragmentionen der Nebenkomponente in entsprechend
geringeren Intensitaten bei m/z 227.0 und 456.2 registriert werden. Besonders auffallend war
bei dieser Untersuchung das Auftreten von Satelliten-Signalen bei einem um die Masse von
Keten verringerten m/z-Wert (Am/z 42) der entsprechenden Hauptsignale (m/z 382.2/424.1,
412.2/454.2, 430.2/472.2, 618.4/660.4).

Zur Verifizierung der Ketenabspaltung erfolgte eine ESI-MS* Analyse des Signals m/z 472.2
(1157.6—660.4—472.2) (Abbildung 26C). Neben den diagnostischen Signalen der beiden
Strukturkandidaten war das Signal der hdchsten Intensitat bei einem um 42 verringerten m/z-
Wert von 430.2 detektierbar. Dessen weitere Fragmentierung (1157.6—660.4—472.2—430.2)
resultierte in der Detektion charakteristischer B- bzw. C-Fragmentionen einer terminalen
Hexose (m/z 241.1, 259.1) und bestéatigte somit indirekt die Abspaltung von Keten vom
subterminalen N-Acetylhexosamin (Abbildung 26D). Da in diesem Spektrum ausschlief3lich
diagnostische Signale des Hauptisomers detektiert werden konnten, wurde das
entsprechende Fragment der Nebenkomponente bei m/z 430.2 nicht illustriert.

Besonders interessant war hierbei, dass die beschriebene Abspaltung von Keten in ESI-MS"
Analysen von Oligosacchariden mit variabel fucosylierten LDN-Motiven nicht beobachtet

werden konnten (vgl. hierzu ESI-MS" Analysen von F;4,H;N3).

Strukturelle Charakterisierung von F;H,N3

In der ESI-MS" Analyse des Oligosaccharids der allgemeinen Zusammensetzung F;H,Ns;
konnte Le*-Hexasaccharid als Hauptisomer identifiziert werden (Abbildung 38, Anhang).

Entsprechend den massenspektrometrischen Untersuchungen von H,N, und FiH;N, (vgl.
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hierzu Abbildung 25 und Abbildung 26) konnten auch bei diesem Oligosaccharid
diagnostische Signale von Fragmentionen einer isomeren Nebenkomponente mit mono-

fucosyliertem, terminalem N-Acetylhexosamin und subterminaler Hexose detektiert werden.

Strukturelle Charakterisierung von FiH;N3

Die ESI-MS" Analysen des reduzierten und permethylierten Oligosaccharids der
Zusammensetzung FiH;N3 verifizierten das LDN-F-tragende Pentasaccharid als dominantes
Strukturisomer (Abbildung 27). F-LDN konnte hierbei als Kohlenhydratepitop der Neben-
komponente identifiziert werden. In Abbildung 27 sind diagnostische Signale, welche die
Préasenz der isomeren Kohlenhydratepitope LDN-F und F-LDN verifizieren, griin bzw. orange
markiert. Nicht-diagnostische Signale sind mit Fragmenten beider Strukturisomere annotiert.
Bereits das ESI-MS? Spektrum des precursors m/z 1198.7 enthielt detaillierte strukturelle
Informationen der vorliegende Strukturkandidaten (Abbildung 27A). Neben den nicht-diagnos-
tischen Signalen hochster Intensitat (Y-Fragmention des schisto-cores (m/z 520.3) sowie
B-Fragmentionen bei m/z 701.4 und 946.5) konnten zahlreiche charakteristische Signale,
welche die Prasenz des LDN-F-Epitops verifizierten, detektiert werden (m/z 442.2, 460.2,
481.2, 687.4, 921.7, 939.6). Dartiber hinaus belegte die Detektion des B-Fragmentions eines
monofucosylierten, terminalen N-Acetylhexosamins (m/z 456.2) in Kombination mit entspre-
chenden Z3- und Ys-Fragmentionen bei m/z 747.4 und 765.4 das Vorkommen des F-LDN-
Epitops. Die hierbei registrierten Signalintensitdaten erlaubten bereits an dieser Stelle die
Identifizierung des LDN-F-tragenden Oligosaccharids als vorliegende Hauptkomponente: Das
B,Y3.-Fragmention des monofucosylierten, subterminalen N-Acetylhexosamins (m/z 442.2)
wird durch den gleichzeitigen Bruch von zwei glykosidischen Bindungen generiert. Dennoch
wurde es mit einer deutlich héheren Signalintensitat registriert als das entsprechende F-LDN-
verifizierende Fragmention eines monofucosylierten, terminalen N-Acetylhexosamins
(m/z 456.2), dessen Bildung nur den Bruch einer glykosidischen Bindung erforderte. Unter der
Beriicksichtigung, dass der gleichzeitige Bruch von zwei glykosidischen Bindungen weniger
wahrscheinlich ist als ein einfacher Bruch, musste die LDN-F-tragende Struktur einen deutlich
groBeren Anteil am isomeren Gemisch reprasentieren als das F-LDN-tragende
Oligosaccharid.

Eine ESI-MS® Analyse des Ys-Fragmentions bei m/z 939.6 (1198.7—939.6) bestatigte die
Lokalisierung der Fucose am subterminalen N-Acetylhexosamin (Abbildung 27B). Mit hoher
Intensitat konnten hierbei die Y- und Z-Fragmentionen des nicht-fucosylierten schisto-cores
bei m/z 502.3 und 520.3 detektiert werden. Im Gegensatz dazu wurden Signale, welche auf

eine Fucosylierung des schisto-cores schlie3en lieRen, nicht registriert.
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Abbildung 27 ESI-MS" Analyse von F1H;N;

Strukturelle Charakterisierung des reduzierten und permethylierten Oligosaccharids der
Zusammensetzung F;H;Ns. (A), ESI-MS® Spektrum des precursors m/z 1198.7. (B), ESI-MS®
Spektrum des Yzq-Fragmentions bei m/z 939.6 (1198.7—»939.62. (©), ESI-MS?® Spektrum der
B-Fragmentionen bei m/z 946.5 (1198.7—946.5). (D), ESI-MS™ Spektrum des Kohlenhydrat-
epitops bei m/z 701.4 (1198.7—946.5—701.4). Die Annotation der registrierten Natriumaddukte
(IM+Na]") erfolgte mittels Glycoworkbench Software Tools [57]. Undefinierte Signale sind mit
einem Stern (*) gekennzeichnet. Diagnostische Signale der beiden Strukturisomere sind in griin
bzw. orange markiert. Blauer Kreis, Glucose; blaues Quadrat, N-Acetylglucosamin; gelber Kreis,
Galactose; gelbes Quadrat, N-Acetylgalactosamin; Dreieck, Fucose; H, Hexose; N, N-Acetyl-
hexosamin; F, Fucose.
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Die abschlieBende Bestatigung der erhobenen strukturellen Befunde erfolgte in ESI-MS®
Analysen der B-Fragmentionen bei m/z 946.5 (1198.7—946.5) (Abbildung 27C) sowie der
darauffolgenden Fragmentierung des Kohlenhydratepitopes m/z 701.4 (1198.7—946.5—
701.4) (Abbildung 27D). Der direkte Vergleich registrierter Signalintensitaten bei m/z 442.2
und 456.2 in Abbildung 27C erlaubte entsprechend den bereits beschriebenen Uberlegungen
bezlglich zugrunde liegender Fragmentierungspfade die Identifizierung des LDN-F-tragenden
Pentasaccharids als vorherrschendes Isomer. Die fir das LDN-F-Epitop bislang nicht
registrierten diagnostischen Signale eines unsubstituierten, terminalen N-Acetylhexosamins
konnten durch Fragmentierung des Kohlenhydratepitops als B- und C-Fragmentionen bei
m/z 282.1 und 300.1 registriert werden (Abbildung 27D).

Strukturelle Charakterisierung von F,H;N3

Die Ergebnisse der ESI-MS" Analyse des permethylierten Oligosaccharids der
Zusammensetzung F,H;N3 erlaubten Rickschlisse auf das Vorkommen von drei isomeren
Strukturen (Abbildung 28). Hierbei wurden die F-LDN-F- und LDN-DF-tragenden Hexasaccha-
ride als Hauptkomponenten identifiziert, wahrend das DF-LDN-tragende Glykan als Neben-
komponente registriert werden konnte. In Abbildung 28 sind die jeweils fir Fragmente von
F-LDN-F-, LDN-DF- und DF-LDN-tragenden Kohlenhydratstrukturen diagnostischen Signale
entsprechend griin, blau bzw. orange markiert. Nicht-diagnostische Signale sind mit
Fragmenten aller Strukturkandidaten annotiert.

Im ESI-MS? Spektrum des precursors m/z 1356.7 reprasentiert das B-Fragmention eines
monofucosylierten, terminalen N-Acetylhexosamins (m/z 456.3) das Signal der héchsten
Intensitat und ist somit als diagnostisch fur die Préasenz des F-LDN-F-Epitops zu werten
(Abbildung 28A). Dass genanntes Signal in einer noch hdheren Intensitat als das des von
allen drei Strukturkandidaten gebildeten B-Fragmentions des Kohlenhydratepitopes
(m/z 875.5) detektiert wurde, konnte indikativ fir dessen vorherrschende Prasenz gewertet
werden. Die entsprechenden Zz,- und Yz.-Fragmentionen des F-LDN-F-tragenden Struktur-
isomers wurden bei m/z 905.3 und 923.5 registriert. Das hierzu analoge Y 3;,-Fragmention des
LDN-DF-tragenden Isomers wurde bei m/z 1097.6 in hoher Intensitéat detektiert. Unter weiterer
Berucksichtigung der deutlichen Intensitéaten der diagnostischen B3Y3g - und C3Y3g-Fragment-
ionen bei m/z 616.4 und 634.4 konnte das LDN-DF-exprimierende Isomer zu den Haupt-
komponenten gezahlt werden. Im Vergleich hierzu waren entsprechende Bjz- und Cs-
Fragmentionen (m/z 630.4, 648.4) sowie Y3- und Zz-Fragmentionen (m/z 731.4, 749.5),
welche die Prasenz des DF-LDN-tragenden Strukturkandidaten verifizierten, in deutlich
geringerer Intensitat detektierbar, so dass die genannte Struktur als Nebenkomponente

angesehen wurde.
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Diese strukturellen Rickschliisse konnten in einer ESI-MS® Analyse des Kohlenhydratepitops
bei m/z875.6 weiter bestitigt werden (Abbildung 28B). Das B-Fragmention eines
monofucosylierten, terminalen N-Acetylhexosamins (m/z 456.3) reprasentierte auch hier das
Signal der hdchsten Intensitat. Entsprechendes Bs-Fragmention (m/z 630.3) und BgsYsg-
Fragmention (m/z 616.4) des DF-LDN- bzw. LDN-DF-tragenden Isomers wurden in deutlich
geringeren Intensitaten registriert. Unter zusatzlicher BerlUcksichtigung der unterschiedlichen
Fragmentierungspfade konnte somit DF-LDN als Kohlenhydratepitop der Nebenkomponente
und F-LDN-F sowie LDN-DF als Epitope der isomeren Hauptkomponenten verifiziert werden.
Eine ESI-MS® Analyse des Bs-Fragmentions bei m/z 1120.7 (1356.7—1120.7) konnte die
bisherigen strukturellen Rickschliisse weiter bestatigen, sowie dartiber hinaus eine mdgliche

Fucosylierung des schisto-cores ausschlieRen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 28 ESI-MS" Analyse von F,H;N;
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B Abbildung 28 (Fortsetzung)

Massenspektrometrische Untersuchung des
permethylierten Oligosaccharids der Zusam-
mensetzung F,H;Ns. (A), ESI-MS? Spektrum
des precursors bei m/z 1356.7. (B), ESI-MS®
Spektrum der B-Fragmentionen m/z 875.6
(1356.7—875.6). Die Annotation der regis-
trierten Natriumaddukte ([M+Na]") erfolgte

mittels GlycoWorkbench Software Tools [57].
Undefinierte Signale sind mit einem Stern (*)

e

267.8 Eﬂ

gekennzeichnet. Diagnostische Signale der
identifizierten Strukturisomere sind in grin,
blau und orange markiert. Blauer Kreis, Glu-
cose; blaues Quadrat, N-Acetylglucosamin;
gelber Kreis, Galactose; gelbes Quadrat,
N-Acetylgalactosamin; Dreieck, Fucose; H,
Hexose; N, N-Acetylhexosamin; F, Fucose.
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Die ESI-MS* Analyse des B,-Fragmentions bei m/z 456.3 bestatigte dessen Annotation als B-
Fragmention eines monofucosylierten, terminalen N-Acetylhexosamins, konnte allerdings
dariiber hinaus keine Hinweise auf die Verknilpfungsposition der Fucose liefern (Daten nicht

gezeigt).

Strukturelle Charakterisierung von FsH;N3

In der ESI-MS" Analyse des permethylierten Oligosaccharids der Zusammensetzung FsHiN;
konnte das F-LDN-DF-tragende Strukturisomer als Hauptkomponente identifiziert werden,
wahrend die DF-LDN-F-tragende Struktur die Nebenkomponente bildete (Abbildung 39,
Anhang). Hierbei konnten zusétzlich Signale niedriger Intensitat registriert werden, deren
Detektion als charakteristisch flr das Vorkommen einer Dreifachfucosylierung des
subterminalen N-Acetylhexosamins zu werten war. GSL-Glykosylierungen dieser Art wurden
bisher bei Eiern von S. mansoni beschrieben [64, 65]. Da die GSL-Extraktion aus adulten
Wirmern auch Weibchen einschloss, die Schistosomen-Eier enthielten, konnte unter
Berlcksichtigung der niedrigen Signalintensitdten  hierbei die  Detektion von
Kohlenhydratstrukturen Ei-spezifischer GSL nicht sicher ausgeschlossen werden. Oligo-
fucosylierte Strukturen blieben deshalb in der zusammenfassenden Ubersicht der
charakterisierten Strukturisomere aus adulten Wirmern unbertcksichtigt (vgl. Tabelle 15
sowie 5.2.1).
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Strukturelle Charakterisierung von F4H;N3

Das DF-LDN-DF-tragende Oktasaccharid konnte in der ESI-MS" Analyse des permethylierten
Oligosaccharids der Zusammensetzung F4H;N3 identifiziert werden. Dariliber hinaus ergaben

sich keine Hinweise fur die Prasenz weiterer Strukturisomere (Abbildung 40, Anhang).

Strukturelle Charakterisierung von F1_4H1Ny4

ESI-MS" Analysen der permethylierten Oligosaccharide der allgemeinen Monosaccharid-
Zusammensetzungen Fi4HiN4 lieBen auf das Vorkommen derselben Kohlenhydratepitope
schlieRen, wie sie bereits fir die Strukturen F;4H;N3; beschrieben wurden (Daten nicht
gezeigt). Dartiber hinaus konnten diagnostische Signale registriert werden, welche zusétzlich
die Préasenz einer isomeren Nebenkomponente mit einer Monofucosylierung des internen
N-Acetylhnexosamins in direkter Nachbarschaft zum terminalen Kohlenhydratepitop
verifizierten (vgl. Tabelle 15).

Die durchgefuhrten ESI-MS" Analysen derivatisierter Oligosaccharide einschlieBlich der zur
strukturellen Charakterisierung der einzelnen isomeren Komponenten herangezogenen
diagnostischen Signale sind in Tabelle 15 zusammenfassend dargestellt. Fragmentionen von
bisher bei Glykokonjugaten von S. mansoni nicht beschriebenen Kohlenhydratstrukturen,
welche ein terminales (monofucosyliertes) N-Acetylhexosamin und eine subterminale Hexose
aufweisen (vgl. strukturelle Charakterisierung von H,N,, F;H,N, und F;H,N3), sind in
Tabelle 15 nicht aufgefihrt. Die entsprechenden Piktogramme der aufgelisteten

Fragmentionen sind in einer Ubersicht im Anhang abgebildet (Tabelle 17).
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Kohlenhydrat-
Komponente

charakteristische Fragmentionen (m/z)

(aus GSL-Fraktion) MS? Ms® mMs*
HN,* (5) 486.2/520.2 259.1/268.2/329.2
272 731.3 259.0/486.2
F1HoN,* (5, 6) 520.3/660.4 259.1/472.2 241.1
F1HoN3* (5, 6) 520.3/660.4 259.1/472.2
442.2; (456.2)
687.4

FiHiNg* (5, 6)

939.6; (765.4)

946.5

442.2; (456.2)

701.4

282.1; (250.0)

442.2; (456.2)

F2H1N3 (5, 6)

456.3; 616.4; (630.4)

875.5

403.2

456.3; 616.4; (630.4)

229.0/250.0/268.1

(749.5); 923.5; 1097.6

456.3; (630.4) 403.1/442.1
403.2
FsHiNs (5, 6) 1049.6 456.3; 616.5; (630.2)
(923.5); 1097.6 403.3/504.3/616.4 385.0/403.2
630.4
1097.6 403.2/504.3/616.4
FaHiNs (5, 6) 1223.7 630.4/648.4 385.1/403.2/442.1
1324.7 403.2/486.2/630.3 403.3/442.2
442.3; (456.2)
F,HiN, (5, 6) 701.4 282.1; (268.1)

442.2; (456.1)

(994.5); 1168.7

456.3; 616.3; (701.4)

8755 403.2
F2H1N, (5, 6) ' 456.2: 616.4 229.0/250.1/268.1
(905.7); 1168.6 442.0/495.3/749.6
1342.7 403.1/634.0/749.1
(630.4)
456.2; 630.4/648.7
F3H1N, (6) 1067.6 634.4 403.2
_ 634.4; (442.2)
(1168.7); 1342.9 749.7. (905.4)
630.3 385.2/403.2/442.0
FaHiN4 (6) 1342.8 616.1/634.1/749.5

Tabelle 14 Charakteristische Fragmentionen der ESI-MS" Analyse permethylierter Oligosacchari-
de aus adulten Wirmern

Alle Fragmente wurden als Natriumaddukte ([M+Na]") registriert. Die entsprechenden m/z-Werte
der Fragmentionen verschiedener Strukturisomere sind durch ein Semikolon getrennt, wahrend
jene von isomeren Nebenkomponenten zusatzlich in Klammern gesetzt sind. Oligosaccharide, die
in reduzierter (sowie permethylierter) Form strukturell charakterisiert wurden, sind mit einen Stern
(*) markiert. Signale von Fragmenten, die einer weiteren Fragmentierung unterzogen wurden, sind
unterstrichen. Fur eine Ubersichtliche Darstellung der Piktogramme aufgelisteter Fragmentionen
siehe Tabelle 17 im Anhang.
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4.3.2.5 Strukturen der Kohlenhydrat-Komponenten komplexer GSL

Im Rahmen dieser Arbeit wurden elf Kohlenhydrat-Komponenten komplexer GSL aus adulten
Wirmern in MALDI-MS(/MS) Experimenten nativer (4.3.2.3) und permethylierter Glykane
sowie in ESI-MS" Experimenten derivatisierter Glykane (4.3.2.4) detailliert analysiert. Die
hieraus resultierenden Strukturvorschlage sind in Tabelle 15 zusammenfassenden dargestellt.
Die bisher bei Glykokonjugaten von S. mansoni nicht beschriebenen Kohlenhydratstrukturen,
welche ein terminales (monofucosyliertes) N-Acetylhexosamin und eine subterminale Hexose
aufweisen (vgl. strukturelle Charakterisierung von H,N»,, F{H.N, und F;H,N3), sind hierbei
nicht aufgefiihrt. Die dargestellten Monosaccharid-Sequenzen sind bereits publizierten
Strukturen der Kohlenhydrat-Komponenten von GSL aus Cercarien, Eiern und adulten
Wirmern entnommen [14, 62-65, 140, 141]. Unter Berlicksichtigung der erhobenen Struktur-
Daten aus den ELISA-Experimenten nativer GSL (siehe 3.6.1) und in Ubereinstimmung mit
den bereits beschriebenen Kohlenhydrat-Strukuren von GSL aus S. mansoni kann jedoch auf
die Expression der folgenden Kohlenhydratepitope geschlossen werden: LacNAc, Le*, F-LDN,
LDN-F, F-LDN-F, DF-LDN, LDN-DF, F-LDN-DF, DF-LDN-F und DF-LDN DF. In wenigen
Fallen wurden durch den Nachweis entsprechender Fragmentionen in ESI-MS" Analysen
prazise Verknipfungspositionen identifiziert, welche die genannten Epitope bestatigen
konnten (Daten nur teilweise gezeigt; vgl. hierzu Abbildung 40F im Anhang). Fragmentionen,
welche die Prasenz hiervon abweichender Verknlipfungspositionen indiziert hatten, konnten
nicht detektiert werden.

Zusatzlich zu den in Tabelle 15 in Klammern gezeigten Nebenkomponenten lieferten die in
den ESI-MS" Experimenten einiger Oligosaccharide erhobenen Daten zusétzliche Hinweise
auf das Vorkommen weiterer Strukturisomere. So lassen Fragmentionen von F;H;Ng4
beispielsweise auch auf die Prasenz des DF-LDN-Epitops schlieRen (Daten nicht gezeigt).
Basierend auf den sehr geringen Intensitaten detektierter Signale sind jedoch in Tabelle 15 zu
Gunsten der Ubersichtlichkeit nur die jeweils vorherrschenden Nebenkomponenten

dargestellt.
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Kohlenhydrat-

Strukturvorschlage charakterisierter Isomere
Komponente

H2N;

F1H2N,

F1H>N;

F1H:N3 I
F2H1N3 I I

FaH1N3

FsH1N3

FiHi1N,4

FaHiN4

T—E—D—.
D—I—I—D—.
FoHiN, ﬁw
TT%

FsH1Ng

Tabelle 15 Strukturvorschlage von Kohlenhydrat-Komponenten komplexer GSL aus adulten
Wirmern

Es sind jeweils die Hauptisomere gezeigt, wahrend Nebenkomponenten in Klammern gesetzt sind.
Blauer Kreis, Glucose; blaues Quadrat, N-Acetylglucosamin; gelber Kreis, Galactose; gelbes
Quadrat, N-Acetylgalactosamin; Dreieck, Fucose; H, Hexose; N, N-Acetylhexosamin; F, Fucose.
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4.3.3 Strukturelle Charakterisierung der Ceramid-Komponenten

Die strukturelle Charakterisierung der Ceramid-Komponenten von GSL adulter Wirmer
erfolgte Uber massenspektrometrische Analyse der aus dem enzymatischen Verdau nativer
GSL mit SCDase (3.7.2) gewonnenen Lyso-GSL. Fraktion 8 blieb hierbei wegen der geringen
Menge an GSL unberiicksichtigt.

4.3.3.1 Massenspektrometrische Untersuchung der Lyso-GSL

Lyso-GSL von CMH

Die MALDI-MS Analyse der freigesetzten Lyso-GSL aus Fraktion 1 liel3 auf das Vorkommen
von C18-Sphingosin (d18:1, m/z 462.2), C20-Sphinganin (d20:0, m/z 492.4) und C18 - C20-
Phytosphingosin (t18:0 - t20:0, m/z 480.3, 494.4, 508.3) in CMH schlieRRen, wobei Hex-d18:1,
Hex-d18:0 und Hex-t18:0 als Hauptkomponenten registriert wurden (Abbildung 29A). In der
MALDI-MS Analyse der Lyso-GSL aus Fraktion 2 konnte Hex-d18:0 nicht mehr detektiert
werden, wahrend Hex-t18:0 (m/z480.3) auch hier die Hauptkomponente bildete
(Abbildung 29B).
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Abbildung 29 MALDI-MS Analyse kleiner Lyso-GSL aus adulten Wirmern

Massenspektrometrische Analyse enzymatisch freigesetzter Lyso-GSL aus Fraktion 1 (A) und
Fraktion 2 (B). Die Lyso-GSL wurden als Protonenaddukte ([M+H]") detektiert und jeweils nur mit
der entsprechenden Sphingoidbase annotiert. Natriumaddukte ([M+Na]") und undefinierte Signale
sind mit einer Raute (#) bzw. Stern (*) markiert. d18:1, C18-Sphingosin; d18:0 - d21:0, C18- bis
C21-Sphinganin; t18 - t20:0, C18- bis C20-Phytosphingosin; weil3er Kreis, Hexose; Sph, Sphin-
goidbase.
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Zusatzlich zu den in Fraktion 1 registrierten Signalen lieRen Signale bei m/z 478.3 und 506.3
auf das Vorkommen von C19- und C21-Sphinganin (d19:0, d21:0) in CMH schlieen. In ESI-
MS" Analysen (s. unten) wurde das Signal bei m/z 502.3 als Natriumaddukt ([M+Na]") von
Hex-t18:0 identifiziert. Wahrend Sphingosine, Sphinganine und Phytosphingosine bereits in
friheren Untersuchungen von CMH aus adulten Wirmern detektiert worden sind [62], gibt das
Signal bei m/z 496.4 Hinweise auf das Vorkommen einer bislang bei S. mansoni noch nicht
beschriebene Sphingoidbasen-Spezies, welche vier Hydroxylgruppen aufweist (Abk.
tetral8:0).

Die Verifizierung der massenbasierten Zuordnung registrierter Lyso-GSL erfolgte
anschlieRend in ESI-MS" Analysen. Dies soll im Folgenden an einigen ausgewahlten
Strukturen der Fraktion 2 beispielhaft dargestellt werden.

Bei der ESI-MS? Untersuchung von Hex-d18:1 bei m/z 462.2 reprasentierte das Signal der
héchsten Intensitat (m/z 444.3) eine Wasserabspaltung vom precursor (Abbildung 30A).
Daneben lie3en sich die freie Sphingoidbase C18-Sphingosin (m/z 300.2) sowie zwei weitere
Produkte registrieren, welche aus einer einfachen bzw. doppelten Wasserabspaltung von der
freien Base entstanden waren (m/z 282.2, 264.2). Das Signal bei m/z 206.0 konnte durch eine
Fragmentierung der Sphingoidbase mit gleichzeitiger Wasserabspaltung erklart werden.

In ahnlicher Weise lieRen sich entsprechend diagnostische Signale bei der ESI-MS" Analyse
von Hex-t18:0 bei m/z 480.3 registrieren (Abbildung 30B). Als Signal der héchsten Intensitat
wurde die freie Sphingoidbase C18-Phytosphingosin bei m/z 318.3 detektiert. Mit deutlich
geringerer Intensitét lieRen sich eine einfache und doppelte Wasserabspaltung von der freien
Base bei m/z 300.3 und 282.3 nachweisen. Das Signal m/z 360.3 konnte durch einen %?X,-
Ringbruch der Hexose erklart werden, wahrend das Signal bei m/z 224.0 offensichtlich durch
eine Fragmentierung der Sphingoidbase generiert wurde. Weitere Wasserabspaltungen
(Am/z 18) waren sowohl vom precursor als auch von den generierten Fragmentionen
nachweisbar.

In beschriebener Weise konnte anhand des charakteristischen Fragmentierungsmusters der
verschiedenen Lyso-GSL in ESI-MS? Untersuchungen das Vorkommen aller annotierten
Sphingoidbasen in CMH aus Fraktion 2 (vgl. hierzu Abbildung 29) bestétigt werden. Im
Anhang (Abbildung 41) finden sich die entsprechenden ESI-MS? Spektren zur strukturellen
Verifizierung von Hex-d19:0 (m/z 478.3; ESI-MS? Analyse als Natriumaddukt ([M+Na]") bei
m/z 500.5), Hex-d20:0 (m/z 492.4), Hex-d21:0 (m/z 506.3) und Hex-tetral8:0 (m/z 496.4).
ESI-MS? Analysen der Lyso-GSL aus Fraktion 1 bestatigten ebenfalls die MALDI-MS-basierte

Annotation der einzelnen Signale (Daten nicht gezeigt).
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C Abbildung 30 ESI-MS? Analyse kleiner Lyso-
GSL aus adulten Wirmern

Massenspektrometrische Analyse der enzyma-
tisch freigesetzten Lyso-GSL aus Fraktion 2
(vgl. Abbildung 29B). (A), ESI-MS? Spektrum
< von Hex-d18:1 bei m/z 462.2. (B), ESI-MS®
Spektrum von Hex-t18:0 bei m/z 480.3. (C),
5 | ESI-MS? Spektrum von Hex-t18:0 bei m/z 502.3.
5 s Die Annotation der registrierten Fragmentionen
[M+H]" in (A) und (B) bzw. [M+Na]" in (C)
erfolgte mittels GlycoWorkbench Software Tools
[57]. Hierbei sind die gezeigten Strukturen
jeweils beispielhaft flir einen moglichen
Fragmentierungspfad gewahlt. Wasserabspal-
tungen sind durch schwarze Doppelpfeile
(Am/z 18) gekennzeichnet. Das undefinierte
Signal in (B) ist mit einem Stern (*) markiert.
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Aufgrund der ausgepragten Bildung von Protonenaddukten ([M+H]") der Lyso-GSL in MALDI-
MS Analysen (vgl. hierzu Abbildung 29) fiihrte eine NaCl-Zugabe zum Probenspot nicht zur
quantitativen Bildung der entsprechenden Natriumaddukte ([M+Na]") (Daten nicht gezeigt).
Aus diesem Grund erfolgte die Identifizierung des Pseudomolekiilions [M+Na]" von Hex-t18:0
(m/z 502.3) in ESI-MS" Untersuchungen. Interessanterweise unterschied sich das hierbei
registrierte Fragmentierungsmuster (Abbildung 30C) deutlich von dem des Protonenadduktes
(IM+H]") (vgl. Abbildung 30B): Neben dem aus einer Wasserabspaltung vom precursor
(m/z 502.3) generierten Fragmention (m/z 484.2) repréasentierte ein in der Masse um 17 Da
verringertes Fragment bei m/z 485.2 das Signal der hochsten Intensitat, welches aus einer
NH3-Abspaltung generiert worden sein konnte. Das C-Fragment der endstandigen Hexose war

bei m/z 202.9 mit hoher Intensitat detektierbar; das entsprechende B-Fragmention (m/z 184.9)
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konnte ebenfalls registriert werden. Die freie Sphingoidbase (m/z 340.3) und das
entsprechende Produkt der einfachen Wasserabspaltung (m/z 322.2) waren in deutlich
geringeren Intensitdten nachweisbar. Die weitere Fragmentierung des Signals m/z 245.0 in
ESI-MS?® Untersuchungen (502.3—245.0) resultierte in der Detektion des B-Fragmentions der
Hexose (m/z 184.9) (Daten nicht gezeigt), so dass genanntes Signal, wie in Abbildung 30C
beispielhaft dargestellt, aus einer Fragmentierung der Sphingoidbase hervorgegangen sein

muss.

Lyso-GSL komplexer GSL

Basierend auf den bereits verifizierten Kohlenhydratstrukturen komplexer GSL (4.3.2) wurden
die detektierten Signale der Lyso-GSL aus den Fraktionen 5 bis 7 (Abbildung 31) rechnerisch
in Cluster identischer Kohlenhydrat-Zusammensetzungen eingruppiert (Tabelle 16). Es bleibt
hierbei jedoch zu beriicksichtigen, dass die vorgenommene Eingruppierung registrierter Lyso-
GSL aufgrund des mdoglichen Vorkommens isobarer Strukturen keinen Anspruch auf
Vollstandigkeit erheben kann. Unter Beriicksichtigung detektierter Ceramid-Muster und
Abwéagung registrierter Signalintensitaten erfolgte die Eingruppierung der entsprechenden
Lyso-GSL jeweils zum Hauptisobar. Auf Mehrfach-Zuordnungen einzelner Signale wurde aus
Grinden der Ubersichtlichkeit verzichtet. Die Prasenz der bei der strukturellen
Charakterisierung komplexer GSL verifizierten Kohlenhydratepitope (vgl. hierzu Tabelle 15)
wird im Folgenden fir die entsprechenden Kohlenhydrat-Komponenten vorausgesetzt.

Die Ergebnisse zeigten, dass die in Fraktion 5 detektierten Lyso-GSL Uberwiegend C18-
Sphingosin aufwiesen (Abbildung 31A, Tabelle 16). Wahrend Pseudomolekiilionen [M+Na]
LacNAc-basierter Kohlenhydrat-Komponenten (H,N,, m/z 1052.6; F;H,N,, m/z 1198.6) als
Hauptkomponenten registriert wurden, konnten entsprechende Strukturen LDN-basierter
Kohlenhydrat-Spezies in deutlich geringerer Intensitat registriert werden (Fo4HiN3 (exkl.
FsH:N3), m/z 1093.6, 1239.6, 1385.7, 1677.8; Fo4H1N4, m/z 1296.6, 1442.7, 1588.8, 1734.8,
1880.9). Mit geringer Intensitat detektierte Signale bei m/z 1050.6 und 1196.6 gaben dariiber
hinaus Hinweise auf das Vorkommen einer bislang bei S. mansoni nicht beschriebenen
Sphingoidbase, deren Masse der von C18-Sphingosin mit einer zusatzlichen Doppelbindung
zugeordnet werden konnte (C18-Sphingadien, Abk. d18:2). Das Signal m/z 1214.6 wurde als
Lyso-GSL der Zusammensetzung HsN,-d18:1 identifiziert. Diese Struktur reprasentierte in
Ubereinstimmung mit der strukturellen Charakterisierung der Kohlenhydrat-Komponenten
(4.3.2.3) mit groRer Wahrscheinlichkeit das Lyso-GSL des vom Wirt stammenden Forssman-
Antigens und blieb deshalb bei der Eingruppierung schistosomaler Lyso-GSL in Tabelle 16
unbertcksichtigt.

In den aus GSL der Fraktion 6 freigesetzten Lyso-GSL waren neben C18-Sphingosin auch
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C18-Phytosphingosin und in geringeren Intensitaten C18-Sphingadien, C20-Sphinganin und
C19-Phytosphingosin nachweisbar, wobei H,N,- (m/z 1028.6 - 1048.6), F1H;N4- (m/z 1418.8 -
1450.8), F,H1N4- (m/z 1564.8 - 1596.8) und F4H;1N4- (m/z 1856.8 - 1876.9) tragende Lyso-GSL
als Hauptkomponenten registriert wurden (Abbildung 31B, Tabelle 16).

Die grof3te Heterogenitat vorkommender Sphingoidbasen konnte in Lyso-GSL der Fraktion 7
detektiert werden (Abbildung 32C, Tabelle 16). Neben den dominierenden Signalen von C18-
Sphingosin-, sowie C18- und C20-Phytosphingosin-aufweisender Lyso-GSL konnte zusatzlich
auf das Vorkommen von C18-Sphingadien, C20- bis C22-Sphinganin und C19-Phytosphingo-
sin geschlossen werden. Lyso-GSL der Kohlenhydrat-Komponenten F,H;N4 (m/z 1588.7 -
1646.7) und F4H;N4 (m/z 1880.8 - 1938.8) zahlten auch hier zu den Hauptkomponenten.
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Abbildung 31 MALDI-MS Analyse komplexer
Lyso-GSL aus adulten Wirmern

MALDI-MS Analyse enzymatisch freigesetzter
Lyso-GSL aus Fraktion 5 (A), Fraktion 6 (B)
und Fraktion 7 (C). Die Lyso-GSL wurden als
Natriumaddukte ([M+Na]") (A und C) bzw.
Protonenaddukte ([M+H]") (B) registriert. Das
Protonenadukkt in (A) ist mit einem Dreieck (v)
gekennzeichnet. Undefinierte Signale sind
durch einen Stern (*) markiert. Zu Gunsten der
Ubersichtlichkeit sind in (C) nicht alle detek-
tierten Signale annotiert (vgl. auch Tabelle 16).
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Lyso-GSL detektierte Pseudomolekiilionen (m/z)
Kohlenhydrat- Sphingoidbase F5 F6 F7
Komponente ~ ~P"'N9 (IM+Na]") (IM+H]) (M+Na]")

di18:2 1050.6 1028.6
H,N, di8s:1 1052.6 1030.6 n.d.
t18:0 - 1048.6
di18:2 1196.6 - -
FiH,N, di8s:1 1198.6 1176.7 -
t18:0 - 1194.7 1216.5
H,N5 dis:1 n.d. 1233.7 n.d.
EHN di8:1 1401.8 1379.7 -
12T t18:0 - - 1419.7
HyNs di8s:1 1093.6 n.d. n.d.
EHAN di8:1 1239.6 1217.7 .
s t18:0 - 1235.7 e
di8:1 1385.7 1363.8 1385.7
F,H;Ns t18:0 - 1381.8 1403.7
t19:0 - 1395.8 -
EHAN di8:1 . 1509.9 -
st t18:0 o 1527.8 1549.7
EHN di8:1 1677.8 1655.9 1677.8
4T t18:0 - 1673.9 1695.7
N di8:1 1296.6 1274.7 -
14 t18:0 - 1292.7 1314.7
di18:2 - 1418.8 -
di8s:1 1442.7 1420.8 1442.7
F,H N, t18:0 - 1438.8 1460.7
d20:0 - 1450.8 1472.7
t20:0 - - 1488.7
di18:2 - 1564.8 -
dis:1 1588.8 1566.8 1588.7
t18:0 - 1584.9 1606.7
EHAN d20:0 - 1596.8 1618.7
2T t19:0 - - 1620.7
d21:0 - - 1632.7
t20:0 - - 1634.7
d22:0 - - 1646.7
dis:1 1734.8 1712.9 1734.7
t18:0 - 1730.9 1752.8
FaH;N, d20:0 - - 1764.8
t19:0 - - 1766.7
t20:0 - - 1780.8

Tabelle 16 Strukturvorschlage zur Zusammensetzung komplexer Lyso-GSL aus adulten Wirmern
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di8:2 - 1856.8 -
di18.1 1880.9 1858.9 1880.8
t18:0 - 1876.9 1898.8
EHN d20:0 - - 1910.8
4T t19:0 - - 1912.8
d21:0 - - 1924.8
t20:0 - - 1926.8
d22:0 - - 1938.8
FAHN t18:0 . . 2044.8
5M11INg t20:0 o o 2072.9
FyH:Ns t18:0 n.d. n.d. 1663.8
dis:1 1791.8
EHN t18:0 . . 1809.8
PARKRA IS d20:0 o o 1821.8
t20:0 1837.8
t18:0 1955.8
F3H;Ns d20:0 n.d. n.d. 1967.8
t20:0 1983.8
dis:1 2083.9
F4H;Ns t18:0 n.d. n.d. 2101.8
t20:0 2129.8
FsH{Ng t18:0 n.d. n.d. 2394.0
dis:1 1994.9
EHAN t18:0 nd . 2012.9
2rve t19:0 o e 2026.9
t20:0 2040.9
t18:0 2158.9
F3H:Neg t19:0 n.d. n.d. 2172.9
t20:0 2186.9
EHN t18:0 . . 2305.0
4T t20:0 o - 2333.0
F,HiN- t20:0 n.d. n.d. 2536.0

Tabelle 16 (Fortsetzung)

Die detektierten Pseudomolekilionen komplexer Lyso-GSL der Fraktionen 5 bis 7 (F5 bis F7) (vgl.
Abbildung 31) wurden in Cluster identischer Kohlenhydrat-Komponenten eingruppiert. Signale,
welche nicht registriert werden konnten, sind mit einem Strich (-) gekennzeichnet. In den Fallen, in
denen kein Signal einer Kohlenhydrat-Komponente registriert werden konnte, ist dies durch ein n.d.
(nicht detektiert) kenntlich gemacht. H, Hexose; N, N-Acetylhexosamin; F, Fucose; d18:2, C18-
Sphingadien; d18:1, C18-Sphingosin; d20:0 - d22:0, C20- bis C22-Sphinganin; t18:0 - t20:0, C18-
bis C20-Phytosphingosin.

Eine Verifizierung der rechnerisch ermittelten Zusammensetzung registrierter Lyso-GSL

erfolgte mittels MALDI-MS/MS (Daten nicht gezeigt) und ESI-MS? Experimenten ausgewéhlter

Pseudomolekilionen der Fraktionen 5 und 7, was im Folgenden beispielhaft dargestellt

werden soll.
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Die ESI-MS? Analyse des Lyso-GSL m/z 1052.6 aus Fraktion 5 (vgl. hierzu Abbildung 31A)
bestatigte den Strukturvorschlag H,N,-d18:1 (Abbildung 32A). Signale bei m/z 388.1, 406.0,
428.8, 591.2 und 772.0 reprasentierten Fragmentionen ([M+Na]’), welche durch Fragmen-
tierung der Kohlenhydrat-Komponente H,N, entstanden waren. Im Gegensatz hierzu basierten
Signale bei m/z 484.2 und 687.3 auf C18-Sphingosin-aufzeigenden Y-Fragmentionen. In
gleicher Weise konnte die ESI-MS? Analyse des Lyso-GSL m/z 1050.6 aus Fraktion 5
(vgl. hierzu Abbildung 31A) den Strukturvorschlag H,N,-d18:2 bestatigen (Abbildung 42A;
Anhang).

ESI-MS? Experimente des Lyso-GSL m/z 1198.6 aus Fraktion 5 (vgl. hierzu Abbildung 31A)
konnten den Strukturvorschlag F;H,H,-d18:1 verifizieren (Abbildung 32B). Zusatzlich zu den
bereits bei der ESI-MS? Analyse von H,N,-d18:1 registrierten C18-Sphingosin-enthaltenden
Y-Fragmentionen bei m/z 484.1 und 687.3, wurde das aus einer Fucoseabspaltung vom
precursor generierte Ygg-Fragmention m/z 1052.4 detektiert. Darliber hinaus konnten zahl-
reiche Signale registriert werden, welche die rechnerisch ermittelte Le*-Pentasaccharid-
basierte Kohlenhydrat-Komponente F;H,N, bestatigten. Das Bs-Fragmention m/z 737.2 und
das aus einer Fucoseabspaltung entstandene Fragment bei m/z 591.1 reprasentierten hierbei
die Signale der héchsten Intensitat. In analoger Weise konnte die ESI-MS? Analyse des Lyso-
GSL bei m/z 1196.6 aus Fraktion 5 (vgl. hierzu Abbildung 31A) den Strukturvorschlag F;H,N,-
d18:2 bestétigen (Daten nicht gezeigt).

Im Vergleich hierzu konnten in ESI-MS? Untersuchungen von Lyso-GSL mit komplexeren
LDN-basierten Kohlenhydrat-Komponenten Fragmentionen mit intakter Sphingoidbase im
niedermolekularen Bereich nicht mehr detektiert werden. Hierbei erfolgte die
massenspektrometrische Verifizierung der zugrunde liegenden Sphingoidbase tber Detektion
von Y-Fragmentionen nach Abspaltungen von Fucose- und ein bis zwei N-Acetyl-
hexosaminresten vom jeweiligen precursor (Abbildung 32C und D). Entsprechende Fragment-
ionen waren in der ESI-MS? Untersuchung des Lyso-GSL bei m/z 1606.7 aus Fraktion 7 (vgl.
hierzu Abbildung 31C) bei m/z 1460.6, 1257.6 und 908.5 nachweisbar (Abbildung 32C). In
Kombination mit dem strukturspezifischen Fragmentierungsmuster der Kohlenhydrat-
Komponente (m/z 575.0, 593.2, 632.4, 721.0, 778.2, 796.2, 835.1, 924.2, 942.2 und 981.2)
konnte somit der errechnete Strukturkandidat F,H;N4-t18:0 bestéatigt werden.

Die ESI-MS? Analyse des Lyso-GSL der errechneten Zusammensetzung F,H;N4-t20:0
(m/z 1634.7) aus Fraktion 7 (vgl. hierzu Abbildung 31C) bestatigte durch Detektion der Signale
m/z 1285.5 und 1488.7 das Vorkommen von C20-Phytosphingosin (Abbildung 32D). Der
Nachweis kohlenhydratspezifischer Fragmentionen (m/z 575.0 - 1127.4) verifizierte auch hier

die entsprechende Kohlenhydrat-Komponente.
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Abbildung 32 ESI-MS? Analyse komplexer Lyso-GSL aus adulten Wirmern

Massenspektrometrische Analyse enzymatlsch freigesetzter Lyso-GSL aus den Fraktionen 5 und 7
(vgl. Abblldung 31 A und C). (A), ESI- MS? Spektrum von H,;N,-d18:1 bei m/z 1052 6 (Fraktion 5).
(B), ESI- MS? Spektrum von F;H,N»-d18:1 bei m/z 1198.6 (Fraktlon 5). (C), ESI- MS? Spektrum von
F,H1N4-t18:0 bei m/z 1606.7 (Pfeil, Fraktion 7). (D), ESI- MS? Spektrum von F,H;N4-t20:0 bei
m/z 1634.7 (Pfeil, Fraktion 7). Die Annotation der registrierten Fragmentionen [M+Na]" erfolgte
mittels GlycoWorkbench Software Tools [57]. Die gezeigten Strukturen sind beispielhaft fur einen
mdoglichen Fragmentierungspfad gewahlt, wobei jeweils nur ein Hauptisomer bericksichtigt wurde.
Undefinierte Signale sind durch einen Stern (*) gekennzeichnet. Blauer Kreis, Glucose; blaues
Quadrat, N-Acetylglucosamin; gelber Kreis, Galactose; gelbes Quadrat, N-Acetylgalactosamin;
Dreieck, Fucose; H, Hexose; N, N-Acetylhexosamin; F, Fucose.
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In analoger Weise konnten fir Lyso-GSL aus Fraktion 7 die errechneten Strukturvorschlage
F,H1N,-d18:1 (m/z 1588.7) (Abbildung 42B; Anhang), F,H;N,-d20:0 (m/z 1618.7), FH;N,-
t19:0 (m/z 1620.7) und F,HiN4-d22:0 (m/z 1646.7) verifiziert werden (Daten nicht gezeigt).
Dariiber hinaus lieferten ESI-MS? Analysen der Molekiilspezies bei m/z 1586.7, 1604.7 und
1632.7 trotz der niedrigen Signalintensitaten detektierter Fragmentionen Hinweise auf das
Vorkommen von C18-Sphingadien, sowie C19- und C21-Sphinganinen (Daten nicht gezeigt).

4.3.3.2 Struktur der Ceramid-Komponenten komplexer GSL

Basierend auf den charakterisierten Lyso-GSL (4.3.3.1) und unter Einbeziehung detektierter
nativer GSL (4.3.2.2) konnte rechnerisch auf die in den Ceramid-Komponenten gebundenen
Fettsauren geschlossen werden.

Hieraus ergab sich die Schlussfolgerung, dass der Ceramidanteil LacNAc- und Le*-tragender
GSL vorwiegend aus C18-Sphingosin in Kombination mit hydroxylierter und nicht-
hydroxylierter Palmitinsaure sowie nicht-hydroxylierter Stearinsaure aufgebaut ist. In
Abbildung 33 ist die hieraus abgeleitete prototypische Struktur Le*-tragender GSL aus adulten
Wirmern schematisch dargestellt.

Im Gegensatz hierzu waren bei variabel fucosylierten LDN-basierten GSL-Spezies neben
C18-Sphingosin  zusatzlich C18- und C20-Phytosphingosin als Hauptkomponenten
detektierbar. Die jeweilig gebundenen Fettsauren wurden somit als hydroxylierte und nicht-
hydroxylierte Palmitinsaure flir GSL aus Fraktion 7, sowie einem zunehmenden Anteil an bis
zu funffach ungesattigter Stearinsdure und deren hydroxylierter Form fur entsprechende GSL
aus den Fraktionen 6 und 5 bestimmt.

OH

=

¢ HN
1-2

o

Abbildung 33 Strukturvorschlag firr Le*-Pentasaccharid-tragende GSL aus adulten Wirmern

Prototyp Lex-tragender GSL aus adulten Wiurmern mit C18-Sphingosin und Palmitin-bzw.
Stearinsaure. Hydroxylierte Fettsauren sind nicht gezeigt. Blauer Kreis, Glucose; blaues Quadrat,
N-Acetylglucosamin; gelber Kreis, Galactose; gelbes Quadrat, N-Acetylgalactosamin; Dreieck,
Fucose.



5 Diskussion

Die in dieser Arbeit erhobenen Befunde werden im Folgenden im Kontext der zugehdrigen
Literatur diskutiert, wobei sowohl methodische als auch inhaltliche Aspekte angesprochen

werden sollen.

5.1 Methodische Aspekte

5.1.1 Reinigung und Aufarbeitung von GSL

5.1.1.1 Verseifung des Rohextraktes

Im Laufe dieser Arbeit zeigte sich, dass die Verseifung des Lipid-Rohextraktes mit
Natriummethanolat (1 mol/L in Methanol) die bei der Lipid-Aufarbeitung ebenfalls extrahierten
Phospholipide nicht quantitativ spalten konnte (4.3.1). Aufgrund der physikalischen
Eigenschaften von Phospholipiden konnte davon ausgegangen werden, dass diese bei der
NP-Chromatografie (3.4.4) in den ersten Elutionsschritten von der Kartusche eluiert werden
und sich somit vorwiegend in den CMH- und CDH-enthaltenden Fraktionen wiederfinden. Wie
sich in der weiteren strukturellen Analytik der GSL aus adulten Wirmern zeigte, resultierte
hieraus jedoch keinerlei Beeintrachtigung der massenspektrometrischen Charakterisierung
entsprechender Komponenten im LID-Mode (4.3.2.2). Die Frage, ob Kontaminationen dieser

Art Messungen im CID-Mode beeintréchtigt haben, blieb ungeklart (vgl. hierzu 5.1.3.2).

5.1.1.2 HPLC-basierte Monosaccharid-Analyse

Die HPLC-basierte Monosaccharid-Analyse der fraktionierten GSL konnte Ergebnisse aus
friheren Untersuchungen zur Reinigung und Aufarbeitung von GSL aus adulten Wirmern
sowohl in qualitativer als auch in quantitativer Hinsicht bestéatigen (4.3.1).

In frlheren Untersuchungen zur Kohlenhydrat-Komponente von CMH aus adulten Wirmern
konnte Glucose als vorherrschender Baustein identifiziert werden, wahrend Galactose hierzu
mit einem Aquivalent von 0,25 quantifiziert wurde [62]. In Ubereinstimmung mit diesem Befund
wurde das im Rahmen dieser Arbeit fir CMH aus adulten Wirmern in den Fraktionen 1 und 2
ermittelte Verhaltnis von Galactose zu Glucose mit 0,26 berechnet.

Des Weiteren konnten auch in friheren Studien bereits Xylose und Mannose in den
aufgearbeiteten GSL-Fraktionen aus adulten Wirmern beobachtet werden [67]. Da beide
Monosaccharide nach bisherigen Erkenntnissen keine Bausteine von GSL aus S. mansoni
sind, ist ihre Detektion mit groRBer Wahrscheinlichkeit auf die Extraktion hydrophober
Glykoproteine bzw. derer Biosynthese-Vorstufen zurtickzufiihren.

Neben den hier genannten Ubereinstimmungen zu friiheren Aufarbeitungen von GSL aus

adulten Wurmern stehen gleichfalls die im Rahmen der Strukturanalytik von CMH-
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Komponenten gewonnenen Resultate im Einklang mit Literaturangaben (vgl. hierzu 4.3.2.2
und 4.3.3.1 sowie [62]). Diese Aspekte bekraftigen in ihrer Gesamtheit die reprasentative
Aussagekraft der strukturellen Charakterisierung komplexer GSL aus adulten Wirmern.

5.1.2 ELISA

Die nativen GSL wurden in ELISA Experimenten hinsichtlich ihrer Bindung durch mAK, die
gegen spezifische Kohlenhydratepitope gerichtet waren, untersucht (4.3.2.1). Die ELISA
Technik erwies sich dabei als sehr einfache und gleichfalls sensitive Methode, mit Hilfe derer
innerhalb kirzester Zeit zahlreiche Informationen zur Struktur der vorhandenen Kohlenhydrat-
Komponenten gewonnen werden konnten. Dartber hinaus konnte anhand der
Bindungseigenschaften eines DC-SIGN-Fc Konstrukts (4.3.2.1) in Ubereinstimmung mit
Literaturangaben die Prasenz definierter Kohlenhydratepitope bestatigt werden [13]. Bereits in
friheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass das bivalente DC-SIGN-Fc Konstukt, welches
rekombinant durch Fusion des extrazellularen Anteils von DC-SIGN (Aminosadurereste 64-404)
mit dem Fc-Fragment von humanem IgGl hergestellt worden war, eine sehr &ahnliche
Bindungsspezifitat fir Mannose- und Fucose-tragende Liganden besitzt wie das zellulare DC-
SIGN, welches seinerseits Tetramere bildet [91, 92, 172]. Basierend auf der Detektion einer
Bindung komplexer GSL durch das DC-SIGN-Fc Konstrukt in vitro konnte daher eine
zuverlassige Aussage Uber ein ahnliches Bindeverhalten durch zellulares DC-SIGN getroffen
werden und somit auf eine Beteiligung der in den entsprechenden Fraktionen enthaltenen

GSL an den beschriebenen immunmodulatorischen Wirkungen in vitro geschlossen werden.

5.1.3 Enzymatischer Verdau nativer GSL

5.1.3.1 Verdau mit rEGCase Il

Der enzymatische Verdau nativer GSL mit rEGCase Il fuhrt durch Spaltung der O-glykosi-
dischen Bindung zwischen Kohlenhydrat- und Ceramidteil zur Freisetzung der nativen
Oligosaccharide. Da entsprechende Bindungen von CMH (Glucosyl- und Galactosylceramide),
Sulfatiden, Sphingomyelinen, Glykoglycerolipiden und Glykoproteinen von rEGC Il nicht
hydrolysiert werden [173-175], erlaubt diese Methode die selektive Freisetzung von
Oligosacchariden aus GSL mit einem Kohlenhydrat-Anteil von mehr als einem
Monosaccharid-Baustein. Aufgrund der groRen Heterogenitat von GSL hinsichtlich isomerer
Kohlenhydrat- und Ceramid-Komponenten, ist der enzymatische Verdau dieser
Substanzklasse mit rEGCase Il eine haufig eingesetzte Methode, um durch Freisetzung der
Kohlenhydrat-Komponente deren detaillierte strukturelle Analyse zu erlauben [176-178].
Bereits in friiheren Untersuchungen zur strukturellen Charakterisierung von GSL aus

verschiedenen Stadien von S. mansoni wurde diese Methode haufig angewendet. In Studien
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zur Analyse von GSL aus Cercarien und Eiern konnte fur den Verdau nativer GSL mit
rEGCase Il nach dieser Methode eine durchschnittliche Hydrolyse-Effizienz von 81% bzw.
92% ermittelt werden [14, 65]. Im Rahmen dieser Arbeit errechnete sich aus den entsprechen-
den HPLC-basierten Monosaccharid-Analysen (3.5) der organischen Eluate im Vergleich zur
eingesetzten Menge an GSL eine durchschnittliche Effizienz der Glykanfreisetzung von 93%
(Verdau F5 = 92%, Verdau F6 = 94%, Verdau F7 = 93%), welche unter zusatzlicher
Berlicksichtigung von methodenbedingten Probenverlusten die friheren Ergebnissen
widerspiegeln (Daten nicht gezeigt). Es konnte dartber hinaus gezeigt werden, dass bei der
darauffolgenden Entsalzung enzymatisch freigesetzter Oligosaccharide Gber PGC-Kartuschen
nahezu keine Probenverluste auftraten, da in der Monosaccharid-Analyse von DL und WW
Kohlenhydrate nicht bzw. nur in nicht auswertbaren Spuren detektiert wurden (Daten nicht
gezeigt).

5.1.3.2 Verdau mit SCDase im Mikro-Maf3stab

Die strukturelle Charakterisierung der Ceramid-Zusammensetzung von GSL bei mdglichst
geringem Probeneinsatz erforderte die Etablierung des enzymatischen Verdaus nativer GSL
mit SCDase mit Mikro-MaR3stab.

Wie im Rahmen dieser Arbeit beschrieben, war in Einzelfdllen die strukturelle
Charakterisierung der Ceramid-Zusammensetzung ebenso Uber massenspektrometrische
Untersuchung der nativen GSL mdoglich. So lieferten beispielweise MALDI-MS/MS Analysen
der Hauptkomponenten von Galactosylcerebrosid (4.1.1) sowie von CMH aus Cercarien
(Daten nicht gezeigt) im LID-Mode Uber Detektion der generierten Fragmentionen Hinweise
auf die zugrunde liegende Ceramid-Zusammensetzung einzelner Komponenten. Darlber
hinaus ist aus Literaturangaben bekannt, dass die MALDI-MS/MS Analyse von
Lithiumaddukten ([M+Li]") im CID-Mode durch Detektion der freien Base sowie zusatzlicher
fettsaurespezifischer Fragmentionen detaillierte strukturelle Informationen zur Ceramid-
Zusammensetzung von GSL liefern kann [164, 166, 179, 180]. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten MALDI-MS/MS Untersuchungen entsprechender Pseudomolekiilionen [M+Li]*
der Galactosylcerebrosid-Hauptkomponenten im CID-Mode konnten den Erfolg dieser
Strategie bestéatigen (4.1.1). Eine Anwendung auf GSL aus S. mansoni war jedoch nicht
moglich, da eine zufriedenstellende Kristallisation der fir Messungen im CID-Mode
erforderlichen Probenmengen nach Zugabe ausreichender Mengen an Lithiumchlorid zur
guantitativen Bildung entsprechender Addukte auf dem Probenteller nicht zu erreichen war.
Darlber hinaus erlaubte diese Strategie lediglich die Charakterisierung der
Hauptkomponenten des Galactosylcerebrosid-Standards; eine weitere Fragmentierung von

Nebenkomponenten gelang nicht. Mittels der daraufhin etablierten Methode sollte daher
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versucht werden, Sphingoidbasen und Fettsduren getrennt voneinander zu analysieren, um
- basierend auf diesen Ergebnissen - potentielle Ceramid-Zusammensetzungen anschlieRend
rechnerisch ermitteln zu kénnen. Zu diesem Zweck wurden die nativen GSL mit SCDase
verdaut und die nach Freisetzung gebundener Fettsduren gebildeten Lyso-GSL massen-
spektrometrisch analysiert. Eine im Rahmen der Strukturanalytik von Glykokonjugaten haufig
angewendete Methode des enzymatischen Verdaus on-target [181] konnte fir den Verdau
nativer GSL mit SCDase nicht etabliert werden. Hierbei erwies sich in Ubereinstimmung mit
Literaturangaben [152] die im Protokoll vorgegebene Zugabe von Detergens fir eine
ausreichende Hydrolyse-Effizienz als unverzichtbar (Daten nicht gezeigt). Eine anschlieRende
Entfernung des Detergens vom on-target-Verdauansatz mittels Festphasenextraktion gelang
nicht, so dass die massenspektrometrische Untersuchung der gebildeten Lyso-GSL durch die
Detektion dominanter detergensbasierter Signale nahezu unmdglich war.

Die anhand eines Galactosylcerebrosid-Standards etablierte Methode zum enzymatischen
Verdau von GSL mit SCDase im Miko-Mal3stab (3.7.2) lieferte distinkte Ceramid-
Zusammensetzungen flr nahezu alle detektierten GSL-Komponenten. Hierbei wurde in
Ubereinstimmung mit Literaturangaben [182] C18-Sphingosin als vorherrschende
Sphingoidbase identifiziert, wahrend C18-Sphinganin eine Nebenkomponente darstellte
(4.1.2.1). Die Prasenz von C21-Sphingosin, welche in der Literatur mit einer relativen
Haufigkeit von 2-3% in Galactosylcerebrosid aus bovinem Gehirn beschrieben ist, konnte mit
dieser Methode allerdings nicht bestatigt werden.

Darlber hinaus zeigte sich bei der Methodenetablierung, dass eine schrittweise Elution der
Lyso-GSL vom Festphasenextraktionsmaterial unabdingbar war: Erst eine massenspektro-
metrische Analyse der Einzelfraktionen ermdglichte eine Differenzierung der Verdauprodukte
von massengleichen Kontaminationen (4.1.2.1). Des Weiteren zeigten die Lyso-GSL je nach
Polaritat der enthaltenen Sphingoidbase teilweise Unterschiede in ihren Elutions-
eigenschaften, so dass die Identifizierung insbesondere von Nebenkomponenten oftmals nur
durch eine massenspektrometrische Untersuchung der Einzelfraktionen mdglich war (Daten
nicht gezeigt).

Die im Rahmen der Methodenetablierung in Galactosylcerebrosid aus bovinem Gehirn
nachgewiesenen Fettsauren (4.1.2.2) stimmten weitestgehend mit Literaturangaben Uberein
[183]. Hiervon Uberwiegend quantitative Abweichungen beruhen vermutlich auf den generellen
Unterschieden individueller Aufarbeitungs- und Reinigungsschritte der verschiedenen
Cerebrosid-Standards. Dartiber hinaus ist jedoch darauf hinzuweisen, dass sich die GC-MS-
basierte Analytik der enzymatisch freigesetzten Fettsauren an ihrer Nachweisgrenze bewegte.
Daher wurde die Verlasslichkeit der Aussagekraft der etablierten Methode durch die

Fettsaureanalytik von 25 nmol Galactosylcerebrosid-Standard Uberprift, deren Ergebnis die
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analysierten Ceramid-Zusammensetzungen der einzelnen GSL-Komponenten (vgl. hierzu
4.1.2.3) umfassend bestétigen konnte (Daten nicht gezeigt). Es konnte dariiber hinaus gezeigt
werden, dass bei Analyse von 1,25 nmol Galactosylcerebrosid die bei der Methoden-
etablierung quantifizierten Fettsauren immer noch sicher qualitativ nachweisbar waren. Es ist
jedoch hervorzuheben, dass die Analyse der durch enzymatischen Verdau von 2,5 nmol GSL
freigesetzten Fettsduren grundsatzlich keinen Anspruch auf absolute Quantifizierung erheben
kann, sondern sich durch Aussagen zu deren relativen Anteilen auf das Erkennen qualitativer
Tendenzen begrenzt. Des Weiteren kénnen insbesondere bei biologischen Proben lipophile,
Fettsdure-enthaltende Kontaminationen die Analytik empfindlich stoéren (vgl. hierzu 5.2.2).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die etablierte Methode basierend auf dem
enzymatischen Verdau von 2,5nmol GSL detaillierte und zuverlassige Aussagen zur
vorliegenden Ceramid-Zusammensetzung und somit GSL-Heterogenitat liefert. Hierbei ist
gesondert hervorzuheben, dass dieser analytische Ansatz lediglich den Einsatz
konventioneller massenspektrometrischer Gerate (vgl. hierzu 5.1.5) erfordert und somit eine
Alternative flr nicht-spezialisierte bioanalytische Routine-Laboratorien darstellt. Massen-
spektrometrische Verfahren wie MALDI-FTICR (fourier transform ion cyclotron resonance)-MS
[184] oder der Einsatz von Geraten, welche mit einem Er:YAG (Erbium-doped Yttrium-
Aluminium-Garnet)-Infrarot-Laser ausgerustet sind [156, 185], liefern ebenfalls sehr detaillierte
strukturelle Informationen zur Ceramid-Zusammensetzung und Heterogenitat nativer GSL,

sind jedoch nur in wenigen spezialisierten Einrichtungen vorhanden.

5.1.4 Chemische Derivatisierung von Oligosacchariden

Um eine mdoglichst detaillierte Charakterisierung der enzymatisch freigesetzten
Oligosaccharide zu ermdglichen, wurden diese durch chemische Derivatisierung einer
massenspektrometrischen Untersuchung zuganglich gemacht. Hierbei ermdglichte die
Reduktion LacNAc-basierter Kohlenhydratstrukturen die in MS/MS bzw. MS" Untersuchungen
erforderliche massenbasierte Differenzierung des reduzierenden und des nicht-reduzierenden
Endes des Oligosaccharids, welche bei qualitativ gleichwertiger Monosaccharid-
Zusammensetzung ohne vorherige Reduktion Fragmente identischer Massen generieren.
Darlber hinaus fuhrte die Permethylierung freier Hydroxylgruppen von Oligosacchariden zur
Bildung spezifischer, bindungsabhéngiger Fragmentionen und erlaubte somit die
Identifizierung isomerer Strukturen in MS" Untersuchungen (vgl. hierzu 4.3.2.4). Des Weiteren
kann die Permethylierung Fucosewanderungen, die bei der Fragmentierung vorzugsweise von
Protonenaddukten ([M+H]") nativer Oligosaccharide vorkommen koénnen, weitestgehend
unterdriicken [169, 170, 186]. Der Nachweis entsprechender Fragmentionen in MALDI-MS/MS

Analysen machte es wahrscheinlich, dass solche Umlagerungen im Rahmen dieser Arbeit bei
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der Fragmentierung von Pseudomolekiilionen [M+H]* Le*-tragender Lyso-GSL aus Cercarien
(4.2.2.1) beobachtet wurden.

5.1.5 Massenspektrometrie

Experimente im Rahmen dieser Arbeit konnten zeigen, dass oftmals nur die gezielte
Kombination verschiedener massenspektrometrischer Verfahren schliissige Ergebnisse
lieferte.

Fur einen Einsatz in der GSL-Analytik erwies sich die MALDI-Massenspektrometrie als sehr
sensitive Methode. Sowohl native GSL und Lyso-GSL als auch native und derivatisierte
Oligosaccharide waren bei einem Probeneinsatz im unteren picomolaren Bereich in meist
hoher Auflésung und guter Massengenauigkeit detektierbar. Hierbei bestatigte sich, dass
durch die Verwendung von ATT-Matrix eine gute Kristallisation und lonisation nativer GSL
sowie nativer und derivatisierter Oligosaccharide erreicht werden konnte [15], welche in der
massenspektrometrischen Untersuchung Uberwiegend als Natriumaddukte ([M+Na]")
registriert wurden. Kaliumaddukte ([M+K]") wurden durch Zugabe von LiCl zum Probenspot
als solche identifiziert. In seltenen Fallen erfolgte zu diesem Zweck auch die Zugabe von KCI
(vgl. hierzu 4.1.1). Im Gegensatz hierzu konnten bei der massenspektrometrischen Unter-
suchung von Lyso-GSL die besten Resultate durch Verwendung der protonenreichen DHB-
MDP-Matrix erzielt werden [187]. Dartber hinaus erlaubte diese Matrix gleichfalls die
Untersuchung kleiner Lyso-GSL, da im unteren Massenbereich keine den Lyso-GSL
massenidentische, matrixassoziierte Signale detektiert werden konnten. Kleine Lyso-GSL
wurden aufgrund ihrer freien Aminogruppe Uberwiegend als Protonenaddukte ([M+H]")
registriert. Eine Zugabe von Alkalisalzen flhrte hierbei nicht zu einer quantitativen Bildung
entsprechender Pseudomolekiilionen, so dass ein Nachweis von Natriumaddukten ([M+Na]")
nur in ESI-MS" Analysen moglich war (4.3.3.1). Komplexere Lyso-GSL hingegen zeigten
aufgrund des groReren Kohlenhydrat-Anteils eine vermehrte Tendenz zur Bildung von
Natriumaddukten ([M+Na]"). In Anlehnung an Literaturangaben [166] konnte in MALDI-
MS/MS- sowie ESI-MSZbasierten Analysen gezeigt werden, dass die Fragmentierung der
verschiedenen Pseudomolekiilionen [M+H]*, [M+Li]" bzw. [M+Na]" in sehr unterschiedlichen
Fragmentierungsmustern resultierte (Daten nur teilweise gezeigt). Bei der ESI-MS"-gestiitzten
Analyse von Lyso-CMH aus adulten Wiurmern ermdglichte diese Tatsache beispielsweise die
Bestéatigung der Prasenz von Nebenkomponenten, deren alleinige Fragmentierung als
Protonenaddukte ([M+H]") nicht aussagekraftig genug war (vgl. hierzu Abbildung 41A;
Anhang).

Grundsétzlich erwies sich die MALDI-MS Analyse als sehr sensitiv fir die Aufnahme von

Profilspektren. In MS/MS-Experimenten konnten dariiber hinaus ohne Verwendung
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zusatzlichen Probenmaterials erste strukturelle Informationen Uber den Analyten erhalten
werden. Es zeigte sich jedoch, dass der Einsatz dieser Methode oftmals durch eine
ungeniigende Abtrennung des precursors von Nachbarsignalen limitiert war. Des Weiteren
erforderte insbesondere die Strukturanalyse der Kohlenhydrat-Komponenten komplexer GSL
aus adulten Wiurmern zur Verifizierung der verschiedenen isomeren Strukturkandidaten eine
Uber die MS/MS Untersuchung hinausgehende Fragmentierung in ESI-MS" Analysen. Im
direkten Vergleich konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe der strukturellen Charakterisierung
derivatisierter Oligosaccharide in ESI-MS" Analysen zusétzliche isomere Nebenkomponenten
sicher nachgewiesen werden konnten, wahrend MALDI-MS/MS Untersuchungen fur die
Prasenz solcher Strukturen keinen Anhaltspunkt lieferten (vgl. Abbildung 24 und Tabelle 15).

In gleicher Weise erforderte die Analyse der im Rahmen des enzymatischen Verdaus nativer
GSL mit SCDase im Mikro-Mal3stab freigesetzten Lyso-GSL eine gezielte Kombination beider
Methoden. So konnten selbst Nebenkomponenten in direkter Nachbarschaft zu Hauptkompo-
nenten in MALDI-MS-basierten Profilspektren in hoher Auflésung registriert und deren Pra-

senz anschlieRend in ESI-MS" Untersuchungen sicher verifiziert werden (vgl. Abbildung 14).

5.2  Strukturelle Charakterisierung der GSL aus adulten Wirmern
5.2.1 Strukturen der Kohlenhydrat-Komponenten

Experimente im Rahmen dieser Arbeit erlaubten die strukturelle Charakterisierung von
Kohlenhydrat-Komponenten komplexer GSL aus adulten Wirmern von S. mansoni, welche
insgesamt 11 unterschiedliche Monosaccharid-Zusammensetzungen aufzeigten. In Anlehnung
an und in Ubereinstimmung mit den bereits strukturell charakterisierten Kohlenhydrat-Kompo-
nenten von GSL aus Cercarien, Eiern und adulten Wirmern [14, 62-65, 140, 165] ermog-
lichten die Untersuchungen Strukturvorschlage zu insgesamt 20, zum Teil isomeren, Oligo-
sacchariden (vgl. hierzu Tabelle 15). Hierbei wurde am reduzierenden Ende jeweils das
Disaccharid des schisto-cores nachgewiesen, welches keine weiteren Modifikationen
aufzeigte. Eine Verlangerung dieser core-Struktur durch N-Acetylhexosamin-Bausteine fuhrte
nach variabler Mono- bzw. Oligofucosylierung der Grundstruktur zum Aufbau der
Kohlenhydratepitope LacNAc, Le*, LDN, LDN-F, F-LDN, F-LDN-F, LDN-DF, DF-LDN, F-LDN-
DF, DF-LDN-F sowie DF-LDN-DF. Die im Rahmen dieser Arbeit massenspektrometrisch und
immunologsich charakterisierten Kohlenhydratstrukturen komplexer GSL stehen damit in
Einklang mit Literaturangaben, welche auf immunologischer Basis anhand der Bindung durch
mAk gegen verschiedene Kohlenhydratepitope die Prasenz von Le*, LDN, LDN-F, LDN-DF,
F-LDN sowie F-LDN-F in GSL aus adulten Wirmern aufzeigten [13, 67, 68]. Dartber hinaus
werden die erhobenen Daten durch Methylierungsanalysen friherer Untersuchungen

bestétigt, in denen die Prasenz von terminaler und 2-substituierter Fucose, 4-substituierter
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Glucose, terminaler sowie 3-substituierter Galactose, 3-substituiertem sowie 3,4-di-
substituiertem N-Acetylglucosamin und 3-substituiertem N-Acetylgalactosamin nachgewiesen
werden konnte [67]. Im Rahmen dieser Untersuchungen konnten dariber hinaus nach
Chromtrioxid-Oxidation die N-Acetylhexosamin-Bausteine und Galactose als f-konfiguriert
bestimmt werden, wahrend Fucose a-anomere Konfiguration aufzeigte. Terminales N-Acetyl-
galactosamin, welches struktureller Bestandteil LDN und LDN-F-tragender GSL ist, konnte in
den damaligen Untersuchungen nicht nachgewiesen werden. Da die Prasenz entsprechender
GSL jedoch durch Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit sowie in Ubereinstimmung mit
Literaturangaben [13, 68] bestatigt werden konnte, kann ein fehlender Nachweis von
terminalem N-Acetylgalactosamin in friheren Untersuchungen als indikativ fir ein
Unterschreiten der Nachweisgrenze gewertet werden. Darlber hinaus kann nicht
ausgeschlossen werden, dass genannte Unterschiede Ausdruck einer biologischen Variabilitat
exprimierter Kohlenhydratepitope von S. mansoni GSL sind.

Experimente im Rahmen dieser Arbeit lieferten dariber hinaus Hinweise fir das Vorkommen
einer bislang bei S. mansoni nicht beschriebenen Struktur, deren Kohlenhydratepitop ein
terminales, monofucosyliertes N-Acetylhexosamin sowie eine subterminale Hexose aufweist
und somit eine isomere Nebenkomponente zum Le*-Epitop darstellt. Entsprechende
diagnostische Signale wurden bei der massenspektrometrischen Untersuchung der
Kohlenhydrat-Komponenten Fi;H,N, und F;H,N3 detektiert (vgl. hierzu Abbildung 26 unter
4.3.2.4 sowie Abbildung 38 im Anhang). In der massenspektrometrischen Analyse der nicht-
fucosylierten Vorlauferstruktur H,N, konnten Signale, welche aus der Fragmentierung einer
Struktur mit terminalem N-Acetylhexosamin und subterminaler Hexose hervorgegangen sein
mussten, ebenfalls mit geringen Intensitéaten detektiert werden (Abbildung 25). Darlber hinaus
kann der Nachweis von 3-substituierter Galactose in den friheren Untersuchungen zur
immunochemischen Charakterisierung der GSL aus adulten Wirmern [67] zumindest als indi-
kativ fur eine entsprechende Struktur der Monosaccharidsequenz Fuc(al-3)HexNAc(B1-3)Hex
gewertet werden. Es soll jedoch bereits an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass die
Detektion von 3-substituierter Galactose gleichfalls bei der Prasenz des Kohlenhydratepitops
pseudo-Le’ erwartet wird. Da eine endgiiltige Verifzierung der zu Le* isomeren Struktur
weitere Experimente erfordert, die den Rahmen dieser Arbeit gesprengt hatten, sind die ent-
sprechenden isomeren Nebenkomponenten der Monosaccharid-Zusammensetzungen HyN,,
F1H,N, sowie F1H,N3 in Tabelle 15 nicht aufgefihrt.

Die bei der strukturellen Charakterisierung der Kohlenhydrat-Komponenten FzHiN3z4
detektierten Signale geringer Intensitat, welche als diagnostisch fir die Prasenz von
Trifucosyl-Seitenketten gewertet werden miuissen, kdnnen nicht sicher den von adulten

Wirmern exprimierten Kohlenhydratstrukturen zugeordnet werden. Genannte Oligofuco-
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sylierungen wurden bislang als ausgepragtes Merkmal komplexer GSL aus Eiern beschrieben
[64, 65], so dass deren Detektion ebenso durch Extraktion und Nachweis von Ei-GSL durch
die Aufarbeitung von Schistosomen-Eiern enthaltenden Weibchen bedingt sein konnte. In
gleicher Weise wurden die isomeren Nebenkomponenten der Kohlenhydrat-Zusammen-
setzungen F,3H;N4, welche eine Monofucosylierung des internen N-Acetylhexosamins in
direkter Nachbarschaft zum terminalen Kohlenhydratepitop aufzeigen (vgl. hierzu Tabelle 15)
bislang ebenso als Komponenten der Ei-GSL identifiziert [64, 140]. Aufgrund der deutlichen
Intensitaten registrierter diagnostischer Signale wurden entsprechende Strukturen jedoch als
Komponenten von GSL aus adulten Wirmern gewertet.

Mit Ausnahme von DF-LDN-F wurden bereits alle zuvor genannten Epitope als Bestandteile
der Kohlenhydratstrukturen komplexer GSL von Cercarien und/oder Eiern von S. mansoni
beschrieben. Da das entsprechende Epitop allerdings stets eine isomere Nebenkomponente
reprasentierte, scheint eine stadienspezifische Expression einhergehend mit gesonderter
biologischer Funktion unwahrscheinlich zu sein. Vielmehr muss davon ausgegangen werden,
dass es sich hierbei um eine in allen Lebensstadien exprimierte Biosynthese-Zwischenstufe
handelt (vgl. hierzu 5.4). Somit ist pseudo-Le’ die bislang einzig beschriebene Struktur,
welche aufgrund des auf GSL aus Cercarien begrenzten Vorkommens als stadienspezifisch
exprimiertes Kohlenhydratepitop angesehen werden muss [14]. Allerdings kann durch den
Nachweis eines Signals relativ niedriger Intensitat in der massenspektrometrischen Analyse
der enzymatisch freigesetzten Oligosaccharide aus Fraktion 7 (vgl. Abbildung 23), welches
rechnerisch der Kohlenhydrat-Zusammensetzung F,H,N, zugeordnet werden konnte, die
Prasenz pseudo-Le"-tragender GSL in adulten Wirmern als Nebenkomponenten nicht
géanzlich ausgeschlossen werden.

Wahrend die komplexen GSL von Cercarien von LacNAc-basierten Kohlenhydratepitopen
dominiert werden [14, 141], welche die strukturelle Grundlage fir die Prasenz Le*- und
pseudo-Le"-exprimierender GSL bilden, reprasentieren variabel fucosylierte LDN-basierte
Motive mit starker Tendenz zur Oligofucosylierung die vorherrschenden Strukturen der Ei-GSL
[64, 65, 140]. Die Untersuchungen dieser Arbeit konnten zeigen, dass komplexe GSL aus
adulten Wirmern hierbei eine strukturelle Zwischenstellung einnehmen, da sowohl LacNAc-
als auch LDN-basierte Epitope Hauptkomponenten komplexer GSL darstellen. Hinsichtlich der
LDN-basierten Kohlenhydratepitope reprasentierten Strukturen der Monosaccharid-
Zusammensetzung F,H;N4 sowie F4H;N,4 die registrierten Hauptkomponenten, was auf eine
entsprechende biologische Relevanz dieser Strukturen mit Bezug auf die entsprechenden
vorherrschenden Epitope F-LDN-F, LDN-DF sowie DF-LDN-DF schlief3en lasst.
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5.2.2 Ceramid-Zusammensetzungen

Die im Rahmen dieser Arbeit analysierten, vorherrschenden Sphingoidbasen von CMH-
Komponenten stimmten mit den bereits veroffentlichten Ceramid-Zusammensetzungen
entsprechender Adultwurm-Komponenten Uberein [62] und konnten somit die angewendete
Methodik zur strukturellen Charakterisierung der Ceramid-Komponenten komplexer GSL aus
adulten Wirmern bestétigen. Zusatzlich zu den bereits beschriebenen C18-Sphingosin-, C18-
Sphinganin- sowie C18- und C20-Phytosphingosin-basierten Haupt-komponenten liel3en
massenspektrometrische Untersuchungen enzymatisch freigesetzter Lyso-GSL auf die
Prasenz von C19- bis C21- Sphinganin und C19-Phytosphingosin schlieRen. Dartber hinaus
lieferten die massenspektrometrischen Daten Hinweise auf das Vorkommen einer sehr
ungewohnlichen, bislang bei S. mansoni nicht beschrieben Sphingoidbasen-Familie.
Mitglieder dieser Familie, welche als gemeinsames Strukturmerkmal insgesamt vier
Hydroxylgruppen aufzeigen, wurden bislang beispielsweise als Bestandteile freier Ceramide
aus Candida lipolytica identifiziert [188, 189]. Die eindeutige Verifizierung dieser Struktur als
schistosomenspezifische Sphingoidbase hatte jedoch Uber die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefihrten Experimente hinausgehende Untersuchungen erforderlich gemacht. Dartber
hinaus lieferten massenspektrometrische Untersuchungen komplexer Lyso-GSL Hinweise auf
die Anwesenheit der bislang bei GSL aus S. manoni nicht beschriebenen Sphingoidbase C18-
Sphingadien (d18:2). In der Literatur ist C18-Sphingadien als Bestandteil von Ceramiden und
Sphingomyelin bzw. von Glykolipiden aus humanem Plasma mit einer relativen Haufigkeit von
11-14% bzw. 2-3% beschrieben [190]. Obwohl die endgultige Prasenz von C18-Sphingadien
in GSL aus S. mansoni noch durch weitere Untersuchungen zu verfizieren ist, kdnnte deren
Vorhandensein als Indiz fur die Aufnahme wirtseigener Strukturen zur weiteren Verwendung in
der schistosomalen GSL-Biosynthese gewertet werden (vgl. hierzu 5.4). Darlber hinaus
konnte die Analyse komplexer Lyso-GSL aus adulten Wiurmern zeigen, dass LacNAc-basierte
GSL uberwiegend C18-Sphingosin aufzeigten, wahrend LDN-basierte Spezies zusatzlich von
C18- und C20-Phytosphingosin dominiert wurden. Biologische Funktionen sowie mdgliche
Konsequenzen dieser kohlenhydratspezifischen Zusammen-setzung der Ceramid-
Komponente werden gesondert unter 5.4 und 5.5 diskutiert.

Basierend auf der Analyse der durch enzymatischen Verdau nativer GSL gebildeten Lyso-
GSL mussten die in den entsprechenden nativen GSL gebundenen, korrespondierenden
Fettséduren rechnerisch ermittelt werden (vgl. hierzu 4.3.3.2), da ihr Nachweis in den
entsprechenden organischen Phasen des Verdauansatzes mittels GC-MS-basierter Analytik
keine zufriedenstellenden Ergebnisse lieferte: In den CMH-enthaltenden Fraktionen 1 und 2
wurden vorherrschend die Fettsauren C16:0, C18:0, C18:1, C18:2, C20:1, C20:2 sowie C20:4

nachgewiesen, wahrend hydroxylierte Palmitinsaure (C16h:0), welche in Ubereinstimmung mit
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Literaturangaben [62] rechnerisch als eine der Hauptkomponenten ermittelt wurde, nur in
vergleichsweise geringen Mengenanteilen detektiert werden konnte (Daten nicht gezeigt). Da
aus friheren Untersuchungen bekannt ist, dass schistosomale Phospholipide, Triacylglycerine
sowie freie Fettsduren von C16:0, C18:0 sowie C18:1 dominiert werden und darlber hinaus
signifikante Mengen an C18:2, C20:1, C20:4 und C22:4 enthalten [191], liegt es nahe, dass
die Grinde fur die Beeintrachtigung der GC-MS-basierten Fettsaureanalytik in der
Verunreinigung der GSL der Fraktionen 1 und 2 mit den genannten schistosomalen Lipiden zu
suchen sind (vgl. hierzu 5.1.1.1 sowie 5.1.3.2). Beim enzymatischen Verdau komplexer GSL
konnten die fir GSL-Spezies der Fraktion 7 und fir LacNAc-basierte GSL der Fraktionen 5
und 6 errechneten Hauptfettsduren C16:0 und C16h:0 sowie zusétzlich C18:0 fur LacNAc-
basierte GSL der Fraktionen 5 und 6 in den organischen Phasen des jeweiligen
Verdauansatzes detektiert werden. Allerdings zeigte sich auch hier ein vermutlich
kontaminationsbedingter Nachweis weiterer Fettsauren, von denen C22:1 vorherrschend
detektiert wurde (Daten nicht gezeigt). Darlber hinaus wurden die flr LDN-basierte komplexe
GSL der Fraktionen 5 und 6 errechneten Fettséuren C18:5 sowie C18h:5 nicht detektiert. Die
Ursachen fiir die beobachtete Diskrepanz zwischen theoretisch berechneten und
experimentell nachgewiesenen Fettsauren blieben letztlich ungeklart. Es kann jedoch
angenommen werden, dass es sich hierbei um das Resultat eines minimalen Probeneinsatzes
und schistosomaler sowie schistosomen-unabhangiger Kontaminationen handelte. Darlber
hinaus kénnen ebensowenig methodenbedingte Schwierigkeiten bei der Analyse mehrfach
ungesattigter Fettsauren, welche sich aus der thermischen Labilitdt genannter Strukturen

ergeben kdénnen, ausgeschlossen werden.

5.3  Strukturelle Charakterisierung der Ceramid-Zusammensetzung

von GSL aus Cercarien

Die Strukturanalyse der Ceramid-Zusammensetzung von GSL aus Cercarien konnte
entsprechende Ergebnisse friherer Untersuchungen in vollem Umfang bestatigen und
dariber hinaus erweitern [62]. Grunde fur die hiervon Uberwiegend quantitativen
Abweichungen sind in den verschiedenen biologischen Proben und GSL-Aufarbeitungen
sowie unterschiedlichen Analysemethoden zu suchen.

Hinsichtlich der CMH-Komponenten konnten im Rahmen dieser Arbeit neben den bereits
beschriebenen, dominierenden  Sphingoidbasen weitere = Nebenkomponenten  der
Sphinganinfamilie (C20- und C21-Sphinganin) sowie C18- und C19-Sphingosin nachgewiesen
werden. Gleichfalls spiegelt die Identifizierung von hydroxylierter Palmitinsdure als
vorherrschende Fettsdure die Ergebnisse der frilheren Untersuchungen wider, so dass

zusammenfassend die bislang beschriebenen Strukturen der CMH-Komponenten aus

109



110

Diskussion

Cercarien bestétigt und dartber hinaus erweitert werden konnten (vgl. hierzu Tabelle 9). In
gleicher Weise wurde hinsichtlich der Ceramid-Zusammensetzungen komplexer GSL die
vorherrschende Préasenz langkettiger Fettsduren mit C26:0 als dominierende Struktur
bestétigt. Wahrend korrespondierende Sphingoidbasen in friheren Untersuchungen nicht
charakterisiert wurden, konnten Experimente im Rahmen dieser Arbeit erstmals zeigen, dass
komplexe, LacNAc-basierte GSL aus Cercarien im Gegensatz zu den CMH-Komponenten von
Sphingoidbasen der Sphinganinfamilie (C18- bis C21-Sphinganin) dominiert wurden.
Basierend auf diesen Ergebnissen konnten  Strukturvorschlage zur Ceramid-
Zusammensetzung Le*-Pentasaccharid-tragender GSL gemacht werden (vgl. hierzu
Tabelle 10). Hierbei zeigten sich deutliche Unterschiede zur Ceramid-Zusammensetzung Le”*-
Pentasaccharid-tragender GSL aus adulten Wirmern, welche gesondert unter 5.5 diskutiert
werden. In diesem Zusammenhang bleibt ungeklart, ob die bei der massenspektrometrischen
Analyse von C19- und C20-Sphinganin-basierten Lyso-GSL auftretenden Satellitensignale
(Am/z 14) als indikativ fur die Prasenz verzweigter Sphingoidbasen gewertet werden kann.
Wahrend iso- bzw. anteiso- verzweigte Sphingoidbasen beispielsweise als Komponenten der
GSL aus adulten Wirmern von Caenorhabditis elegans und Ascaris suum beschrieben
worden sind [192, 193], konnten entsprechende Strukturen in GSL von S. mansoni bislang

nicht beobachtet werden.

5.4  Biosynthese von GSL in S. mansoni unter besonderer Beachtung

der Strukturen adulter Wirmern

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zeigten in Anlehnung an und in
Ubereinstimmung mit friilheren Untersuchungen, dass die Ceramid-Zusammensetzungen der
verschiedenen GSL-Spezies eines Lebensstadiums sich zum Teil sehr deutlich unterscheiden
kénnen. Wie am Beispiel der GSL aus Cercarien gezeigt werden konnte, reprasentierten
vorherrschend Sphinganin-basierte CMH-Komponenten mit langkettigen Fettsdauren die
Vorlauferstrukturen zum Aufbau der komplexen LacNAc-basierten GSL-Spezies (vgl. hierzu
Abbildung 13 und Tabelle 9), wéahrend Phytosphingosin-basierte CMH-Komponenten kaum
am Aufbau der genannten Strukturen beteiligt waren. In &hnlicher Weise unterschied sich das
Ceramid-Muster LacNAc-basierter GSL (H;N,, FiH>N».3) aus adulten Wirmern deutlich von
dem registrierter CMH-Komponenten, wobei die am Aufbau der Le*-Pentasaccharid-
tragenden GSL beteiligten CMH-Vorlauferstrukturen teilweise nur schwer detektiert werden
konnten. Dariiber hinaus zeigten LacNAc-basierte GSL eine deutlich andere Ceramid-
Zusammensetzung als variabel fucosylierte, LDN-basierte Spezies (vgl. hierzu 5.2.2).
Insgesamt spiegeln diese Ergebnisse somit Untersuchungen zu GSL aus schistosomalen

Eiern wider, nach denen entsprechende CMH-Komponenten zu gleichen Teilen C18- und
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C20-Phytosphingosin aufzeigen [62], komplexere GSL hingegen von C20-Phytosphingosin
dominiert werden [64, 65, 140, 194]. In analoger Weise konnten friilhere Untersuchungen zur
strukturellen Charakterisierung neutraler GSL aus A. suum zeigen, dass CMH-Komponenten
C17-Sphingosin, -Sphinganin und -Phytosphingosin enthielten, wéhrend C17-Sphingosin in
komplexeren Spezies nicht mehr detektiert werden konnte [193].

Die Bedeutung und biologische Funktion der hier beschriebenen unterschiedlichen Ceramid-
Zusammensetzungen von GSL eines Lebensstadiums ist bislang nicht bekannt. Die bereits
1982 von Kannagi, Nudelman und Hakomori postulierte Hypothese, nach welcher die
strukturellen Unterschiede von Ceramid-Komponenten einen Einfluss auf die Biosynthese der
Kohlenhydrat-Anteile haben soll, scheint in diesem Zusammenhang jedoch sehr
wahrscheinlich [195]. In diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass GSL humaner
Erythrozyten eine sehr ahnliche Korrelation zwischen Ceramid-Zusammensetzung und
exprimierter Kohlenhydratstruktur zeigen, wie sie im Rahmen dieser Arbeit bei LacNAc- und
LDN-basierten GSL aus adulten Wirmern gefunden wurde: Wahrend Le*-tragende GSL
nahezu ausschlief3lich durch Palmitinsédure dominiert wurden, konnten bei GSL, welche die
hierzu isomere H-Determinante exprimierten, vorwiegend Fettsauren mit 20 bis 24
Kohlenstoffatomen als Hauptkomponenten identifiziert wurden. Es erscheint somit sehr
wahrscheinlich, dass die Struktur des Ceramid-Anteils die GSL-Biosynthese malgeblich
beeinflussen und somit modifizieren kann, indem er die Zuganglichkeit der synthetisierten
Kohlenhydratkette fiir die verschiedenen, membranstéandigen Glykosyltransferasen im Golgi-
Apparat reguliert. Neben einer potentiellen Bedeutung fir die GSL-Biosynthese gewinnt
jedoch zunehmend die Erkenntnis an Bedeutung, dass die Struktur der Ceramid-Komponente
eine zentrale Rolle im Hinblick auf biologische Funktionen der GSL spielen kann (vgl. hierzu
5.5). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Insulinsekretion von beta-Zellen in
vitro durch die Prasenz von Palmitinsaure-basierten Sulfatiden gehemmt wird. Im Gegensatz
hierzu zeigten Lignocerinsdure-basierte Sulfatide keinen Einfluss auf die Insulinsekretion
[196]. Daruber hinaus sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass in Untersuchungen zur
Ceramidstruktur von Gangliosiden ebenfalls ein Zusammenhang zwischen der Ceramid-
Zusammensetzung und der Lokalisierung der GSL festgestellt wurde [197, 198].

Die groRe Ahnlichkeit Le*-tragender GSL aus adulten Wiirmern zu den entsprechenden
Strukturen aus Saugetieren lasst darlber hinaus vermuten, dass der Parasit nicht nur wie
bislang angenommen molekulares Mimikry auf Ebene exprimierter Kohlenhydratstrukturen
betreibt, sondern dariber hinaus gleichfalls wirtséhnliche Ceramid-Anteile présentiert.
Wahrend C18-Sphingosin und Palmitinsdure dominierende Komponenten der GSL von
Saugetieren reprasentieren [11, 199], konnte diese im Rahmen dieser Arbeit gleichfalls als

vorherrschende Komponenten Le*-tragender GSL aus adulten Wiirmern identifiziert werden.
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Da bereits frihere Untersuchungen die Akquisition von GSL-basierten Blutgruppenantigenen
durch Schistosomula belegen [200, 201], kann in diesem Zusammenhang spekuliert werden,
dass der Parasit wirtseigene GSL aufnimmt, um entsprechende Ceramid-Komponenten als
Vorlauferstrukturen fiir seine eigene GSL-Biosynthese zu nutzen. Untersuchungen, nach
welchen C18-Sphingosin die vorherrschende Sphingoidbase in GSL aus humanem Blut
darstellt [190, 202, 203], bekraftigen diese Hypothese. Besonders interessant ist hierbei, dass
eine zu der bei adulten Wirmern beschriebenen CMH-Komponente m/z 722.6 (Ceramid-
Zusammensetzung d18:1/C16:0) massenidentische Glucosylceramid-Komponente als Be-
standteil Lipoprotein-assoziierter GSL aus humanem Blut identifiziert werden konnte [203].
Weder in CMH-Komponenten aus Cercarien noch aus Eiern konnte diese Struktur bislang
detektiert werden. Des Weiteren kommt die im Rahmen dieser Arbeit besonders bei LacNAc-
basierten GSL aus adulten Wirmern charakterisierte Sphingoidbase C18-Sphingadien (d18:2)
ebenfalls prominent bei Sphingolipiden aus humanem Blut vor [204]. Dieser Befund ist sowohl
indikativ fur deren Prasenz als auch fur die Hypothese der Verwendung wirtseigener Ceramid-
Komponenten durch S. mansoni zu werten.

Frihere Untersuchungen konnten zeigen, dass Schistosomen nicht zur de novo Fettséure-
Biosynthese befahigt sind, sondern an Stelle dessen wirtseigene Fettsduren aufnehmen, um
diese in vielfaltiger Weise zu modifizieren [191, 205]. Hierbei ist der Parasit durch Verlangern
der wirtseigenen Strukturen sowie durch Einfiigen einer oder mehrerer Doppelbindungen zur
Synthese sehr ungewohnlicher Fettsdure-Spezies befahigt. In diesem Zusammenhang sind
die von Schistosomen synthetisierten Fettsauren C18:1A5, C20:1 und C22:4 zu nennen,
deren Prasenz bei Saugetieren bislang nicht beschrieben ist [206-208]. Es kann daher
festgestellt werden, dass sich das Fettsdure-Profil von S. manoni zum Teil wesentlich von
dem des Wirtes unterscheidet [209]; eine Tatsache, welche die Préasenz von fiinffach
ungesattigter Stearinsdure bei den Invertebraten-typischen LDN-basierten GSL aus adulten
Wurmern (vgl. hierzu 5.2.2) bestatigt. Abweichend hiervon kann jedoch postuliert werden,
dass zur Synthese der Vertebraten-typischen LacNAc-basierten GSL die vom Parasiten
aufgenommene Fettsduren kaum verdndert werden, um wirtseigene Strukturen mdglichst
strukturidentisch imitieren zu kdnnen. Basierend auf der Annahme, dass die langkettigen
Fettsduren komplexer GSL aus Cercarien fur eine Erkennung durch das angeborene
Immunsystem besonders geeignet sind [12], kann weiterhin spekuliert werden, dass die
Umstellung der GSL-Biosynthese von S. mansoni auf die ausschlief3liche Prasenz kurzkettiger
Fettséuren in komplexen GSL der adulten Wirmer das Ergebnis einer Anpassung an die sich

im Folge des Wirtswechsels veréanderte immunologische Umgebung darstellt.
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Abbildung 34 Postulierter Biosyntheseweg fur GSL aus adulten Wirmern

Die im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Kohlenhydratstrukturen sind in farbigen Piktogrammen
abgebildet, wahrend die Piktogramme nicht nachgewiesener Strukturen in Graustufen dargestellt
sind. Isomere Nebenkomponenten sind in Klammern gesetzt. Auf die Angabe einzelner Bindungs-
positionen wurde verzichtet (vgl. hierzu 5.2.1). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit beschrankt sich
diese schematische Darstellung auf die Biosynthese von GSL der Monosaccharid-
Zusammensetzungen Fq4HiN3; sowie Fo;H,N,. Dargestellte Synthesewege kdnnen analog auf
Fo.4H1N4- sowie FiH,Ns-tragende GSL Ubertragen werden. Blauer bzw. dunkler Kreis, Glucose;
blaues bzw. dunkles Quadrat, N-Acetylglucosamin; gelber bzw. heller Kreis, Galactose; gelbes
bzw. helles Quadrat, N-Acetylgalactosamin; Dreieck, Fucose; H, Hexose; N, N-Acetylhexosamin;
F, Fucose; Cer, Ceramid.

Hinsichtlich der Kohlenhydrat-Komponenten komplexer GSL aus adulten Wirmern (vgl. hierzu
Tabelle 15) konnte basierend auf den strukturell charakterisierten isomeren Haupt- und
Nebenkomponenten sowie in Anlehnung an bereits postulierte Biosynthesewege der GSL aus
Cercarien [168] der in Abbildung 34 dargestellte Biosyntheseweg komplexer GSL aus adulten
Wirmern abgeleitet werden. Mit Ausnahme der in Graustufen dargestellten GSL H;N,-Cer,
FiH;N,-Cer und F;H;N,-Cer konnten im Rahmen dieser Arbeit alle in Abbildung 34
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abgebildeten, farbigen Strukturen als native GSL bzw. Lyso-GSL und/oder native bzw.
derivatisierte Oligosaccharide nachgewiesen werden, wobei die Piktogramme isomerer
Nebenkomponenten in Klammern gesetzt sind.

Ahnlich wie die Biosynthese oligosialylierter GSL in Vertebraten [210], scheint die Bildung
oligofucosylierter Kohlenhydrat-Komponenten schistosomaler GSL ein streng geordneter
Prozess zu sein. Wie am Beispiel der Struktursiomere der allgemeinen Monosaccharid-
Zusammensetzung F;3H;N; dargestellt, basiert die Bildung oligofucosylierter Haupt- und
Nebenkomponenten stets auf der Prasenz entsprechender isomerer Vorlauferstrukturen. So
entstehen im Zuge einer weiteren Fucosylierung von F;H;N3, welches durch das LDN-F-
tragende Isomer dominiert wird, vorwiegend F-LDN-F- und LDN-DF-exprimierende GSL-
Spezies. DF-LDN, welches ausschlielich aus der F-LDN-tragenden Vorlauferstruktur
synthetisiert werden kann, reprasentiert hierbei das Kohlenhydratepitop der isomeren Neben-
komponente. In gleicher Weise filhren weitere Fucosylierungsreaktionen schrittweise zur
vorwiegenden Bildung F-LDN-DF- und schlie3lich DF-LDN-DF-tragender GSL-Spezies. Es ist
somit sehr wahrscheinlich, dass die Bildung isomerer Haupt- und Nebenkomponenten bereits
auf der ersten Fucosylierungsstufe maRgeblich reguliert wird. Obwohl die GSL-Komponente
FiH;N,-Cer im Gegensatz zu H;Ns;-Cer nicht nachgewiesen werden konnte, kann eine
vorgeschaltete Fucosylierung des subterminalen N-Acetylglucosamins vor der Fertigstellung
des N-Acetylhexosamin-Grundgeriists durch Ubertragung eines terminalen N-Acetyl-
galactosamin-Restes nicht ausgeschlossen werden. Vielmehr kénnte dieser Syntheseweg die
vorherrschende Prasenz LDN-F-tragender Strukturisomere erklaren. Aus dem postulierten
Biosyntheseweg ist ersichtlich, dass aus genannter Zwischenstufe auch die Biosynthese Le*-
Pentasaccharid-tragender GSL erfolgen konnte.

Die zuvor geschilderten Uberlegungen kénnen analog auf die Biosynthese F;.4HiN4- sowie
F1H,Ns-exprimierender GSL Ubertragen werden, wobei gezeigt werden konnte, dass das um
ein N-Acetylglucosamin verlangerte Grundgeriist LDN-basierter GSL die Biosynthese weiterer
isomerer Nebenkomponenten mit einer Fucosylierung am Aminozucker in direkter
Nachbarschaft zum jeweiligen Kohlenhydratepitop erlaubt (vgl. hierzu Tabelle 15). Ent-
sprechende, zum Le*-Hexasaccharid isomere Nebenkomponenten konnten basierend auf den

erhobenen Strukturdaten von FiH,N3-tragenden GSL nicht sicher identifiziert werden.

5.5 Immunmodulatorische Wirkung komplexer GSL aus adulten

Wiirmern
Auf strukturanalytischer Basis konnten die Ergebnisse dieser Arbeit Erklarungsansatze fir die
Beobachtung liefern, dass GSL aus adulten Wirmern die Reifung und Zytokinproduktion

dendritischer Zellen in vitro initilerten, wahrend GSL aus Cercarien hierzu nicht in der Lage
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waren [13]. Da hierbei gezeigt werden konnte, dass die Entfaltung der biologischen Wirkung
eine Bindung der Adultwurm-GSL durch DC-SIGN erforderte, war es umso bemerkenswerter,
dass die GSL aus Cercarien, welche durch die DC-SIGN bindenden Epitope Le* und pseudo-
Le" dominiert werden, diese immunmodulatorische Wirkung nicht erzielen konnten.

In friheren Untersuchungen mit mAk gegen distinkte Kohlenhydratepitope wurde bereits auf
immunologischer Basis auf die Prasenz der DC-SIGN bindenden Epitope Le” und LDN-F in
GSL aus adulten Wirmern geschlossen (vgl. hierzu 5.2.1). Ergédnzend hierzu konnten im
Rahmen dieser Arbeit massenspektrometrische Untersuchungen von nativen GSL sowie
nativen und derivatisierten Oligosacchariden das Vorkommen der entsprechenden Epitope
auch auf struktureller Basis verifizieren und somit die Annahme bekraftigen, dass die zur
Entfaltung der biologischen Wirkung von GSL notwendige Bindung von DC-SIGN iiber Le*-
und LDN-F-Epitope erfolgt.

Da beide Lebensstadien von S. mansoni DC-SIGN-bindende GSL exprimieren und dariiber
hinaus die Entfaltung der biologischen Aktivitdt der GSL aus adulten Wirmern neben einer
Bindung durch DC-SIGN zusatzlich die Prasenz des lipidbindenden TLR4 erforderte [13], lag
die Vermutung nahe, dass die Grinde fir die beschriebenen Unterschiede beziglich der
Induktion immunmodulatorischer Vorgange in strukturellen Unterschieden der jeweiligen
Ceramid-Komponenten zu suchen waren. Da sich adulte Wirmer und Cercarien abgesehen
von den Le*-tragenden GSL in ihren Kohlenhydratstrukturen stark unterscheiden (vgl. hierzu
5.2.1), kénnten die divergierenden biologischen Effekte auch als Resultat einer unterschied-
lichen Bindung dieser Epitope durch andere CLR gewertet werden; ein Effekt, der beispiels-
weise bei der immunmodulatorischen Wirkung von SEA aus S. mansoni beobachtet werden
konnte [133]. Insgesamt erscheint es aber wahrscheinlich, dass die immunmodulatorische
Wirkung DC-SIGN-bindender GSL verschiedener Lebensstadien von S. mansoni durch die
strukturellen Eigenschaften der entsprechenden Ceramid-Komponenten insofern beeinflusst
werden, als diese eine TLR4-vermittelte Interaktion ermdglichen oder verhindern kdénnen. In
Ubereinstimmung mit dieser Annahme konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass
die Ceramid-Kompenten Le*-tragender GSL aus adulten Wirmern vorwiegend C18-
Sphingosin in Kombination mit kurzkettigen Fettsauren (C16:0, C16h:0, C18:0) aufzeigten,
wahrend entsprechende GSL aus Cercarien von Sphingoidbasen der Sphinganinfamilie und
langerkettigen Fettsduren (C24:0 bis C28:0) dominiert wurden (vgl. hierzu Abbildung 16 und
Abbildung 33). Diese Erkenntnis bestétigte die Hypothese, nach welcher die Interaktion von
Adultwurm-GSL mit TLR4 erst durch deren kurzen Ceramid-Anteil ermdglicht wird, wahrend
entsprechende Wechselwirkungen durch die langkettigen Fettsauren der Ceramid-
Komponenten von Cercarien unterbunden werden.

Auf molekularer Ebene kann eine Interaktion von GSL mit DC-SIGN bei gleichzeitiger
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Kooperation mit TLR4 theoretisch auf verschiedene Weise realisiert werden. So ist denkbar,
dass ein GSL-Molekil via Kohlenhydratepitop von DC-SIGN gebunden wird, wéhrend ein
zweites GSL-Molekil Uber die lipophile Ceramid-Komponente mit TLR4 interagiert, so dass
beide Rezeptoren in getrennten Ligand-Rezeptor-Interaktionen aktiviert werden
(Abbildung 35A). Es gibt bereits eine Reihe von Untersuchungen, welche sich mit der Struktur-
Wirkungsbeziehung von TLR4-Agonisten beschéftigen. So konnte beispielsweise in
Versuchen mit synthetischen Serin-basierten Glykolipiden sowie Lipid A-ahnlichen Strukturen
bestétigt werden, dass die Effektivitat einer Aktivierung von TLR4 mal3geblich von der Lange
der lipophilen Komponente bestimmt wird [211, 212]. In ahnlicher Weise konnten Unter-
suchungen zur biologischen Aktivitdt von (Lyso-) Phosphatidylserin aus S. mansoni zeigen,
dass eine TLR2-vermittelte, immunmodulatorische Wirkung von der Art und Anzahl der im
lipophilen Molekil vorhandenen Fettsauren abhangig war. Im Gegensatz zu den in der
vorliegenden Arbeit postulierten Wechselwirkungen konnten diese Untersuchungen zeigen,
dass schistosomenspezifisches Lyso-Phosphatidylserin  mit (berwiegend langkettigen
Fettsduren mit 20 bis 26 Kohlenstoffatomen eine TLR2-vermittelte Reifung regulatorischer
T-Zellen induzieren konnte, wahrend kommerziell erhdltliches, Palmitinsure-enthaltendes

Lyso-Phosphatidylserin hierzu nicht in der Lage war [138].

DC-SIGN DC-SIGN

Dendritische Zelle Dendritische Zelle

Abbildung 35 Schematische Darstellung mdéglicher Interaktionswege schistosomaler GSL mit
DC-SIGN und TLR4

(A), Aktivierung der Rezeptoren mittels getrennter Ligand-Rezeptor-Interaktionen. (B), Aktivierung
beider Rezeptoren durch Ausbildung eines terndren Komplexes. Schistosomale GSL, welche die
Reifung dendritischer Zellen und somit die Auspréagung einer Thl-basierten Immunantwort
induzieren kdnnen, werden exemplarisch von Lex-Pentasaccharid-tragenden GSL reprasentiert.
Blauer Kreis, Glucose; blaues Quadrat, N-Acetylglucosamin; gelber Kreis, Galactose; gelbes
Quadrat, N-Acetylgalactosamin; Dreieck, Fucose; geschwungene, schwarze Linie (/\./), Ceramid-
Komponente. Die Abbildung bertcksichtigt nicht die realen GréRenverhaltnisse (modifiziert nach
[213]).

Alternativ ist es ebenso denkbar, dass schistosomale GSL mit DC-SIGN und TLR4 in Form

eines terndren Komplexes miteinander in Wechselwirkung treten, in welchem die GSL eine
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Briicke zwischen den beiden Rezeptoren bilden und somit deren simultane Aktivierung
gewahrleisten (Abbildung 35B). In diesem Zusammenhang konnten bereits frilhere Unter-
suchungen zeigen, dass DC-SIGN und TLR4 innerhalb der lipid rafts lokalisiert sind [214,
215], so dass die beschriebene Interaktion zumindest rein rdumlich mdoglich ist. Besonders
interessant ist hierbei, dass eine sehr ahnliche Interaktion bei der Erkennung von GSL durch
naturliche Killerzellen beschrieben wurde. Hierbei werden GSL nach Aufnahme und
Prozessierung durch antigenprasentierende Zellen tber Bindung der Ceramid-Komponente
via CD1d den natirlichen Killerzellen prasentiert, welche die entsprechende Kohlenhydrat-
Komponente dber ihren T-Zell-Rezeptor erkennen kdnnen. Es konnte gezeigt werden, dass
die Interaktionen in diesem trimolekularen Komplex ganz wesentlich von den strukturellen
Eigenschaften beider Molekilbereiche, des Kohlenhydrat-Anteils sowie der lipophilen
Komponente, bestimmt werden [216, 217].

Zusammenfassend bleibt zu beriicksichtigen, dass die durchgeflihrten Untersuchungen und
erzielten Ergebnisse zwar strukturbasierte Erklarungsansatze fir die beobachtete Divergenz
der biologischen Aktivitdit von GSL aus adulten Wirmern und Cercarien in vitro liefern
konnten, darUber hinaus aber weitere Untersuchungen zur Verifizierung der postulierten
Struktur-Wirkungsbeziehungen erforderlich sind. Ein experimenteller Ansatz kénnte hier sein,
synthetische, Le*-Pentasaccharid-tragende GSL mit definierter Ceramid-Zusammensetzung
auf ihre biologische Aktivitdt in vitro hin zu untersuchen. Die entsprechenden Strukturen
kénnten zu diesem Zweck aus einer GSL-Aufarbeitung aus Cercarien isoliert werden, um
anschlielend die langkettigen Fettsauren durch Kkurzkettigere zu ersetzen. Diese
Vorgehensweise setzt jedoch voraus, dass strukturelle Unterschiede in den jeweiligen
Sphingoidbasen der GSL aus adulten Wirmern und Cercarien keinen Einfluss auf deren
biologische Aktivitdt zeigen. Zum Ausschluss solcher Effekte kdnnten erganzende in vitro
Experimente mit vollsynthetischen Komponenten erfolgen, wobei an dieser Stelle darauf
hinzuweisen ist, dass die de novo Synthese schistosomaler Le*-Pentasaccharid-tragender

GSL bereits erfolgreich von Kanaya et al. etabliert wurde [218].
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6 Zusammenfassung

Durch eine gezielte Kombination verschiedener strukturanalytischer Ansatze sowie unter
Einbeziehung immunologischer Methoden wurde im Rahmen dieser Arbeit ein sehr
detaillierter Einblick in die strukturelle Vielfalt von Glykosphingolipiden (GSL) aus adulten
Wirmern von Schistosoma mansoni gewonnen.

Basierend auf der massenspektrometrischen Analyse enzymatisch freigesetzter sowie
derivatisierter Oligosaccharide konnten Vorschldge zur Struktur von insgesamt 11
verschiedenen Kohlenhydrat-Komponenten komplexer GSL-Spezies erarbeitet werden. Unter
Berticksichtigung strukturspezifischer Fragmentierungspfade ermdglichte hierbei eine
Abwéagung registrierter Signalintensitaten neben der Identifizierung der vorherrschenden
Strukturisomere gleichfalls Aussagen zur Prdsenz isomerer Nebenkomponenten. In
Ubereinstimmung mit Literaturangaben und unter Einbeziehung des Bindungsverhaltens der
Adultwurm-GSL gegeniiber verschiedenen monoklonalen Antikérpern wurde so auf die
Expression der Kohlenhydratepitope LacNAc, Le*, F-LDN, LDN-F, F-LDN-F, DF-LDN,
LDN-DF, F-LDN-DF, DF-LDN-F und DF-LDN-DF geschlossen. Auf Grundlage dieser
Ergebnisse konnten prazise Vorschlage zu moglichen Biosynthesewegen von GSL aus
adulten Wirmern abgeleitet werden.

Darlber hinaus erlaubte die Etablierung einer Methode zum enzymatischen Verdau nativer
GSL mit Sphingolipid-Ceramid-N-Deacylase im Mikro-Maf3stab anhand der nachfolgenden
Analyse hierbei gebildeter Lyso-GSL und freigesetzter Fettsduren detaillierte Aussagen zur
Zusammensetzung der Ceramid-Komponenten dieser GSL. Mit dieser Strategie wurde unter
ausschlie3licher Verwendung massenspektrometrischer Routineverfahren erstmals gezeigt,
dass in den Ceramid-Komponenten Le*-tragender GSL aus Cercarien Uberwiegend
Kombinationen aus C18- bis C20-Sphinganinen und langkettigen Fettsauren mit 24 bis 28
Kohlenstoffatomen vorherrschen. Im Gegensatz hierzu wiesen komplexe GSL aus adulten
Wirmern C18-Sphingosin als Hauptkomponente Le*-tragender GSL auf, so dass parallel auf
die Prasenz kurzkettiger Fettsduren mit 16 bzw. 18 Kohlenstoffatomen in den entsprechenden
Ceramid-Anteilen geschlossen werden konnte. Diese stadienspezifischen Unterschiede
lieferten strukturbasierte Erklarungsansatze fur die in friheren Untersuchungen beobachteten
divergierenden immunmodulatorischen Eigenschaften komplexer GSL aus Cercarien und
adulten Wirmern.

Neben detaillierten Einblicken in die strukturelle Diversitat der Kohlenhydrat- und Ceramid-
Komponenten von GSL aus S. mansoni liefern die im Rahmen dieser Arbeit erzielten
Resultate somit den Ausgangspunkt fir nachfolgende Untersuchungen zu funktionellen Eigen-

schaften dieser Substanzklasse.



7 Summary

Within this doctoral thesis a detailed insight into the structural heterogeneity of
glycosphingolipids (GSLs) from adult Schistosoma mansoni could be obtained by systematic
combination of different analytical approaches including mass spectrometry as well as
immunological methods.

Mass spectrometric analyses of enzymatically released and, in part, derivatized
oligosaccharides allowed an in-depth structural characterisation of in total 11 different
carbohydrate moieties of complex GSLs. Next to the detection of preponderant isomers,
identification of minor ones was performed on the basis of the relative peak intensities of
detected signals in overall consideration of the registered fragmentation pattern. In parallel,
binding of complex GSLs by various monoclonal antibodies directed against distinct
carbohydrate epitopes has been investigated. Based on this analytical strategy and in
agreement with literature data available, expression of the following carbohydrate epitopes on
complex GSLs of adult worms could be deduced: LacNAc, Le*, F-LDN, LDN-F, F-LDN-F,
DF-LDN, LDN-DF, F-LDN-DF, DF-LDN-F and DF-LDN-DF. Moreover, detailed biosynthetic
pathways of the carbohydrate moieties of complex GSLs from adult S. mansoni could be
predicted.

Furthermore, a microscale approach for enzymatic digestion of native GSLs with sphingolipid
ceramide N-deacylase was developed. Application of this method allowed a precise
characterisation of respective ceramide compositions by mass spectrometric analysis of
resulting lyso-GSLs as well as released fatty acids. To this end, solely routine mass
spectrometric techniques are required. Obtained results revealed that the ceramide units of
cercarial Le™ exhibiting GSLs are dominated by C18- to C20-sphinganines in combination with
long-chained fatty acids of 24 to 28 carbon atoms. In contrast, respective GSLs of adult worms
were based mainly on C18-sphingosine and short-chained fatty acids with 16 or 18 carbon
atoms. Observed stage-specific differences of the ceramide moieties of Le* exhibiting GSLs
may explain the published observation that only adult worm, but not cercarial GSLs are able to
induce dendritic cell activation, skewing the T cell response towards a Th 1 profile.

In addition to the gained insight into the structural diversity of both carbohydrate as well as
ceramide moieties of GSLs from S. mansoni, the results of this doctoral thesis provide a

structural basis for further studies on functional aspects of schistosomal GSLs.
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Abbildung 36 MALDI-MS Analyse fraktionierter GSL aus adulten Wirmern

Massenspektrometrische Untersuchung nativer GSL der Fraktionen 3 (A) und 4 (B). Die nativen
GSL wurden als Pseudomolekiilionen [M+Na]" registriert. Undefinierte Signale sind mit einem
Stern gekennzeichnet (*).

In Ubereinstimmung mit beschriebenen Strukturen von GSL aus adulten Wiirmern, konnten
CMH-Komponenten bei m/z 740.5 und 756.6 detektiert werden, wahrend Signale bei
m/z 925.7, 943.7 (bzw. 943.8) und 953.7 CDH-Spezies reprasentierten (Abbildung 36A und B)
[62]. Aus massenspektrometrischen Untersuchungen von nativen GSL der folgenden
Fraktionen (vgl. hierzu 4.3.2.2) konnte der Rickschluss gezogen werden, dass die in der
Fraktion 4 detektierten Signale m/z 1291.0 und 1319.1 H,N,-tragende GSL reprasentierten,
wahrend entsprechende monofucosylierte Varianten, welche die Kohlenhydrat-Komponente
F1H,N, aufzeigten, bei m/z 1437.1, 1453.1 sowie 1469.1 registriert wurden (Abbildung 36B).
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Abbildung 37 MALDI-MS/MS Analyse der GSL-Komponente bei m/z 1658.5

MALDI-MS/MS Spektrum der GSL-Komponente bei m/z 1658.5 aus Fraktion 6 (Pfeil), welches
dem Ceramid-Cluster der Kohlenhydrat-Zusammensetzung F,H;N; zugeordnet wurde (vgl. hierzu
Tabelle 12). Die registrierten Fragmentionen ([M+Na]") wurden mittels Glycoworkbench Software
Tools [57] annotiert. Die fir die GSL-Komponente mit einem Kohlenhydratanteil der Mono-
saccharid-Zusammensetzung F,H;Ns diagnostischen Signale sind rot markiert, wobei jeweils nur
Fragmentionen des F-LDN-F tragenden Hauptisomers dargestellt sind. Griin markierte Signale
sind als diagnostisch fur die Prasenz einer hierzu isobaren GSL-Kom)Ponente zu werten, deren
Kohlenhydratanteil die Monosaccharid-Zusammensetzung F;H,N; (Le"-Hexasaccharid) aufweist.
Nicht-diagnostische Signale sind mit Fragmentionen beider Kohlenhydratstrukturen annotiert. Die
dargestellten Strukturen sind jeweils beispielhaft fur einen mdglichen Fragmentierungspfad
gewahlt. Undefinierte Signale sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Blauer Kreis, Glucose;
blaues Quadrat, N-Acetylglucosamin; gelber Kreis, Galactose; gelbes Quadrat, N-Acetyl-
galactosamin; Dreieck, Fucose; H, Hexose; N, N-Acetylhexosamin; F, Fucose; Cer, Ceramid.
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Abbildung 38 ESI-MS" Analyse von F;H,Nj

Strukturelle Charakterisierung des reduzierten und permethylierten Ollgosaccharlds der Mono-
saccharid- Zusammensetzung FiH,N; aus Fraktion 5. (A), ESI-MS® Spektrum des precursors
m/z 1402.8. (B), ESI-MS® Spektrum des Kohlenhydratepitops bei m/z 660.4 (1402.8—660.4). Die
Abspaltung von Keten (Am/z 42) ist durch eine grau gestrichelte Linie illustriert. Die Annotation
registrierter Natriumaddukte ([M+Na]") erfolgte mittels GlycoWorkbench Software Tools [57].
Struktur und diagnostische Signale des Hauptisomers sind griin, die der Nebenkomponente
orange markiert. Zur besseren Ubersichtlichkeit sind nicht-diagnostische Signale exemplarisch
jeweils nur mit dem Fragment eines maoglichen Fragmentierungspfades des Hauptisomers Le*-
Hexasaccharid annotiert. Undefinierte Signale sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Ein partiell
schattierter Sechsring markiert einen Ringbruch entsprechender Monosaccharide. Blauer Kreis,
Glucose; blaues Quadrat, N-Acetylglucosamin; gelber Kreis, Galactose; gelbes Quadrat, N-Acetyl-
galactosamin; weil3er Kreis, Hexose; weil3es Quadrat, N-Acetylhexosamin; Dreieck, Fucose; H,
Hexose; N, N-Acetylhexosamin; F, Fucose.
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Abbildung 39 ESI-MS" Analyse von F3H;N;
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Abbildung 39 (Fortsetzung)

Strukturelle Charakterisierung des permethylierten Oligosaccharids der Monosaccharid-
Zusammensetzung FsH;N; aus Fraktion 6. (A), ESI-MS? Spektrum des precursors m/z 1530.9. (B),
ESI-MS® Spektrum des Bs-Fragmentions bei m/z 630.4 (1530.9—630.4). ©). ESI-MS® Spektrum
der B-Fragmentionen bei m/z 1049.6 (1530.9—1049.6). sD), ESI-MS” Spektrum des Yz,
Fragmentions bei m/z 1097.6 (1530.9—1097.6). (E), ESI-MS™ Spektrum des B3Y3,-Fragmentions
bei m/z 616.4 (1530.9—1097.6—616.4). Die Annotation der registrierten Natriumaddukte ((M+Na]")
erfolgte mittels GlycoWorkbench Software Tools [57]. Struktur und diagnostische Signale des
Hauptisomers sind griin, die der Nebenkomponente orange markiert. Zur besseren Ubersicht-
lichkeit sind nicht-diagnostische Signale exemplarisch mit dem entsprechenden Fragment des
F-LDN-DF-tragenden Hauptisomers annotiert. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde in (A) auf die
Darstellung der Piktogramme von C (bzw. auch Y)-Fragmentionen verzichtet, wenn bereits das
zugehorige B (bzw. Z)-Fragmention abgebildet wurde (vgl. beispielsweise m/z 630.4 / 648.4). Die
dargestellten Strukturen sind jeweils beispielhaft fir einen maoglichen Fragmentierungspfad
gewahlt. Signale, welche als diagnostisch fur eine Trifucosylierung des terminalen bzw. subtermi-
nalen N-Acetylhexosamins gewertet werden kénnen, sind durch ein weies Dreieck (v) markiert.
Aufgrund der geringen Signalintensitaten kdnnen entsprechende Strukturen nicht sicher von Ei-
spezifischen GSL-Spezies abgegrenzt werden, so dass an dieser Stelle aus Grunden der
Ubersichtlichkeit auf die Darstellung entsprechender Pikto-gramme verzichtet wurde. Undefinierte
Signale sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Partiell schattierte Sechsringe markieren
Ringbriche entsprechender Monosaccharide. Blauer Kreis, Glucose; blaues Quadrat, N-Acetyl-
glucosamin; gelber Kreis, Galactose; gelbes Quadrat, N-Acetylgalactosamin; Dreieck, Fucose; H,
Hexose; N, N-Acetylhexosamin; F, Fucose.
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Abbildung 40 (Fortsetzung)

Strukturelle Charakterisierung des permethylierten Oligosaccharids der Monosaccharid-
Zusammensetzung F4H;N3 aus Fraktion 6. (A), ESI-MS? Spektrum des precursors m/z 1704.9. (B),
ESI-MS® Spektrum des Ys,-Fragmentions bei m/z 1097.6 (1704.9—1097.6). (C), ESI-MS®
Spektrum des B,-Fragmentions bei m/z 1223.7 (1704.9—1223.7). (D), ESI-MS* Spektrum des Bs-
Fragmentions bei m/z 630.4 (1704.9—1223.7—630.4). (E), ESI-MS® Spektrum des Yap-
Fragmentions bei m/z 1324.7 (1704.9—1324.7). (F), ESI-MS” Spektrum des Bs-Fragmentions bei
m/z 630.4 (1704.9— 1324.7—630.4). Die Annotation der registrierten Natriumaddukte ([M+Na]")
erfolgte mittels GlycoWorkbench Software Tools [57]. Undefinierte Signale sind mit einem Stern (*)
gekennzeichnet. Die dargestellten Strukturen sind jeweils beispielhaft fir einen moglichen
Fragmentierungspfad gewahlt. Ein partiell schattierter Sechsring markiert einen Ringbruch ent-
sprechender Monosaccharide. Blauer Kreis, Glucose; blaues Quadrat, N-Acetylglucosamin; gelber
Kreis, Galactose; gelbes Quadrat, N-Acetylgalactosamin; Dreieck, Fucose; H, Hexose; N,
N-Acetylhexosamin; F, Fucose.

Es ist hierbei zu bertcksichtigen, dass die weitere Fragmentierung des Bs-Fragmentions bei
m/z 630.4 in Abbildung 40D und F aus jeweils verschiedenen Vorlaufer-Fragmentionen
erfolgte. Hierbei zeigte der Vergleich beider Spektren deutlich, dass auch unterschiedliche
Fragmentierungspfade schlie3lich in der Detektion eines sehr &hnlichen Fragmentierungs-
musters resultieren. Dem Signal m/z 528.3 (Abbildung 40F) kommt bei der Strukturanalyse
von F4H;N; besondere Bedeutung zu, da der zugrunde liegende Ringbruch, welcher zur
Bildung des *°Xganac3-Fragmentions fiihrte, die Fucosylierung des N-Acetylhexosamins in

Position 3 bestatigte.
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Abbildung 41 ESI-MS? Analyse kleiner Lyso-GSL aus adulten Wirmern

Massenspektrometrische Analyse der enzymatisch freigesetzten Lyso-GSL aus Fraktion 2 (vgl.
Abbildung 29B). (A), ESI-MS? Spektrum von Hex-d19:0 bei m/z 500.5. (B), ESI-MS? Spektrum von
Hex-d20:0 bei m/z 492.4. (C), ESI-MS® Spektrum von Hex-d21:0 bei m/z 506.3 (Pfeil). (D), ESI-
MS? Spektrum von Hex-tetral8:0 bei m/z 496.4 (Pfeil). Da der analytische Ansatz die Lokalisierung
von Hydroxylgruppen nicht erlaubte, ist die dargestellte Struktur tetral8:0 gemaR entsprechender
Literaturangaben [188] exemplarisch gewahlt. Die Annotation der registrierten Fragmentionen
[M+Na]" in (A) bzw. [M+H]" in (B bis D) erfolgte mittels Glycoworkbench Software Tools [57],
wobei die gezeigten Strukturen jeweils beispielhaft fir einen mdglichen Fragmentierungspfad
gewahlt sind. Wasserabspaltungen sind durch schwarze Doppelpfeile (Am/z 18) gekennzeichnet.
Undefinierte Signale sind mit einem Stern (*) markiert. WeiBer Kreis, Hexose.
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Abbildung 42 ESI-MS? Analyse komplexer Lyso-GSL aus adulten Wirmern

Massenspektrometrische Analyse enzymatisch freigesetzter Lyso-GSL aus den Fraktionen 5 und 7
(vgl. Abbildung 31 A und C). (A), ESI-MS? Spektrum von H,N,-d18:2 bei m/z 1050.6 (Pfeil,
Fraktion 5). Da der analytische Ansatz die Lokalisierung von Doppelbindungen nicht erlaubte, ist
die dargestellte Struktur d18:2*""°8"" gemaR entsprechender Literaturangaben [190] exempla-
risch gewahlt. (B), ESI-MS? Spektrum von F,H;N4-d18:1 bei m/z 1588.7 (Pfeil; Fraktion 7). Die
Annotation der registrierten Fragmentionen [M+Na]" erfolgte mittels GlycoWorkbench Software
Tools [57]. Die gezeigten Strukturen sind beispielhaft flir einen mdoglichen Fragmentierungspfad
gewahlt, wobei jeweils nur ein vorherrschendes Kohlenhydratisomer beriicksichtigt wurde.
Undefinierte Signale sind durch einen Stern (*) gekennzeichnet. Blauer Kreis, Glucose; blaues
Quadrat, N-Acetylglucosamin; gelber Kreis, Galactose; gelbes Quadrat, N-Acetylgalactosamin;
Dreieck, Fucose; H, Hexose; N, N-Acetylhexosamin; F, Fucose.

Im Gegensatz zu den weiteren massenspektrometrischen Untersuchungen von Lyso-GSL aus
Fraktion 7 (vgl. hierzu Abbildung 32 C und D), erlaubte die ESI-MS? Analyse von F,H;N,-
d18:1 bei m/z 1588.7 mit dem Signal m/z 1385.6 die Detektion eines Fragmentions, welches
nicht durch das F-LDN-F-tragende Strukturisomer, sondern Uberwiegend vom LDN-DF-
exprimierenden Isomer generiert wurde (Abbildung 42B).
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ESI-MS" Analyse der Kohlenhydrat-Komponenten komplexer GSL aus adulten Wiirmern

detektierte Masse

Kohlenhydrat- (m/z) berechnete zugeordnetes
Zusammensetzung Masse (m/z) Fragmention
mMs® | Ms® | ms*
H>N, 486.2 486.2 486.2 o
520.2 520.3 e
731.3 731.4 o
2o o
268.2 268.1 B =
329.2 329.2 o—
FiH>N5 / F{H,N3 520.3 520.3 e
660.4 660.3 T
259.1 259.1 O
472.2 472.2 o
241.1 241.1 o
F1H:N; 442.2 4422 4422 442.2 T
456.2 456.2 456.2 456.2 T—J
687.4 687.3 TDT‘

Tabelle 17 Schematische Darstellung charakteristischer Fragmentionen der ESI-MS" Analyse von

Kohlenhydrat-Komponenten komplexer GSL aus adulten Wirmern
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765.4 765.4 e
939.6 939.5 17
946.5 946.5 ol G Gl
701.4 701.3 &Iﬁ Taﬂ
250.0 250.1 -
282.1 282.1 O
F,H,N; 456.3 456.3 456.2 1
616.4 616.4 616.3 T
630.4 630.4 630.3 ?ﬁ
749.5 749.4 Fmoe
[
875.5 875.4 11 T ?h
923.5 923.5 I
1097.6 1097.5 E
403.2 403.2 .
229.0 229.1 -
250.0 250.1 T
268.1 268.1 T

Tabelle 17 (Fortsetzung)
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FoH;N; 4421 4422 ?
456.3 456.3 456.2 fﬂ
630.4 630.2 630.3 ?ﬁ
9235 9235 I e
1049.6 1049.5 T E ? I
1097.6 1097.5 E

4031 4032

403.2 403.2 -

403.3

616.5

616.4 616.3 E

504.3 504.2 e
385.0 385.2 >

FH:Ns 630.4 228"3‘ 630.3 ?ﬁ
1097.6 1097.5 E
1223.7 1223.6 ﬁ E

4.
1324.7 1324.7 ? r
403.2 4032
403.3 403.2 > P o
486.2 486.2 O
504.3 504.2 —0-e

Tabelle 17 (Fortsetzung)
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616.4 616.3 T
648.4 648.3 ?ﬁ
385.1 385.2 -
il e 3
F,HiN, 442.3 4422 442.2 1"
456.2 456.1 456.2 I
701.4 701.3 - I
994.5 994.5 a-m-e
1168.7 1168.6 T
268.1 268.1 T
282.1 282.1 o
F,H;N, 456.3 456.2 456.2 1
616.3 616.4 616.3 T
701.4 701.3 b
0
875.5 875.4 11 T
905.7 905.4 i
1168.6 1168.6 iy

Tabelle 17 (Fortsetzung)
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2 | - -
442.0 442.2 1"
495.3 495.2 S
634.0 634.3 T
;jg:é 749.4 FmOe
229.0 229.1 -
250.1 250.1 T
268.1 268.1 7
FaH, N, 630.4 630.4 630.3 ?ﬁ
1067.6 1067.5 ?T
1168.7 1168.6 iy
1342.9 1342.7 a1 E
442.2 442.2 1"
456.2 456.2 I
634.4 634.3 T
648.7 648.3 T

Tabelle 17 (Fortsetzung)
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749.7 749.4 “m e
905.4 905.4 i
403.2 403.2 .
F4H:N, 630.3 630.3 ?ﬁ
1342.8 1342.7 E
385.2 385.2 -
403.2 403.2 -
442.0 442.2 gﬁ
616.1 616.3 T
634.1 634.3 T
749.5 749.4 “mCe

Tabelle 17 (Fortsetzung)

Die Fragmente wurden als Natriumaddukte ([M+Na]") registriert und mittels GlycoWorkbench Soft-
ware Tools [57] annotiert. Blauer Kreis, Glucose; blaues Quadrat, N-Acetylglucosamin; gelber
Kreis, Galactose; gelbes Quadrat, N-Acetylgalactosamin; Dreieck, Fucose; H, Hexose; N, N-Acetyl-

hexosamin; F, Fucose.

145



146 Anhang

Danksagung

An dieser Stelle mdchte ich mich von Herzen bei all jenen bedanken, die mich in der Zeit

meines Promotionsvorhabens begleitet und unablassig unterstitzt haben.

Ich bedanke mich sehr herzlich bei meinem Doktorvater Prof. Dr. Rudolf Geyer, der mir die
Maglichkeit gegeben hat, dieses interessante Forschungsprojekt zu bearbeiten, sowie meine
Ergebnisse auf zahlreichen Kongressen prasentieren und schlie3lich verdffentlichen zu
kénnen. Ich mdchte Dir meinen Dank aussprechen, dass Du an mich geglaubt hast, und in
zahlreichen Gesprachen durch fortwahrende Anregungen und Hilfestellungen stets kompetent
und verlasslich ganz grundlegend zum Erfolg meiner Dissertation beigetragen hast. Die

ausgepragt gute Arbeitsatmosphare in Deiner Arbeitsgruppe wird mir stets unvergesslich sein.

Des Weiteren bedanke ich mich bei meinem Vertreter am Fachbereich Veterindrmedizin, Prof.
Dr. Christoph Grevelding, der mich bereits wahrend meines Studiums fiir die Parasitologie
begeistern konnte und somit meine berufliche Entwicklung mafigeblich gepragt hat. Du hast
dein Vertrauen in mich gesetzt und mich offen in deine Arbeitsgruppe aufgenommen. Danke

fur die vielen anregenden Gesprache und die spannenden Kooperationsprojekte.

Prof. Dr. Irma van Die und Dr. Caroline M. van Stijn danke ich fur die sehr angenehme und
fruchtbare Kooperation; Dr. Michael J. Doenhoff, Dr. Quentin Bickle, Prof. Dr. André M.
Deelder und Prof. Dr. Cornelis H. Hokke fir die Bereitstellung von Probenmaterialien sowie
Dr. Sandra Meyer fir verschiedene GSL-Vorarbeiten und Dr. Tobias Lehr fir die verlassliche
und effiziente Zusammenarbeit im Bereich der Hamolymph-Glykoproteine. Dr. Svenja
Beckmann und Dr. Thomas Quack waren nicht zuletzt durch ihre freudige Diskussions-
bereitschaft in vielen Kooperationsprojekten zuverlassige und gleichfalls kompetente

Unterstltzung.

Prof. Dr. Gunter Lochnit sei Dank fiir die zahlreichen praktischen Tipps und inspirierenden
Ideen rund um Glykolipide und MALDI-MS. Hille war nicht zuletzt wegen unserer
gemeinsamen Blrozeiten jederzeit ansprechbar und konnte mir in fachlichen Belangen durch
kompetente Ratschlage stets weiterhelfen. Darliber hinaus warst Du mir gleichfalls auf
zwischenmenschlicher Ebene beigestanden - vielen Dank fir die vertrauensvolle Zusammen-
arbeit mir Dir. Ebenfalls mochte ich Sebastian danken, der stets ein offenes Ohr nicht nur fur

analytische Schwierigkeiten hatte - Du warst mir immer ein wertvoller Ansprechpartner.

Meinen lieben Wegbegleitern in der alltdglichen Labor-Routine, Tina und Dennis, méchte ich
fur die stets unvergessene und schone Zeit danken, die ich mit euch verbringen durfte.
Nachdem wir jeden Tag aufs Neue berufliche und private Hohen und Tiefen miteinander erlebt
und geteilt haben, macht es mich sehr gliicklich, dass ich mich Euch in wahrer Freundschaft

verbunden fluhle.



Anhang

Peter mochte ich fur seine ausdauernde Hilfestellung bei der Fettsaureanalytik danken. Siggi
hat entscheidend dazu beigetragen, dass das ESI zu gewiinschten Zeiten zuverlassig in
Topform war und Werner hatte fir jedes Laborproblemchen eine sofortige, mafRgeschneiderte

Ldsung parat. Vielen Dank dafir, Ihr Lieben.

Christina, Jule, Kai, Soren, Peter, Olli, Nils, Ben, Moritz, Jan und Manka sei Dank fur das gute
Teamgefuihl in unserer Arbeitsgruppe sowie hilfreiche Unterstiitzung in zahlreichen

Gespréachen.

Christin, Silke, Steffen, Denis und Gabriele haben durch ihre offenherzige Art dazu
beigetragen, dass ich mich immer auch als Teil ihrer Arbeitsgruppe gefuhlt habe. Es war sehr

schon, diese Zeit mit Euch teilen zu dirfen.

Caro, Denise und Nina haben mich aus mancher Frustration herausgeholt und die schénen
Stunden noch schoéner gemacht. Ihr habt mich unablassig motiviert und immer an mich
geglaubt. Mit Euch habe ich viele unvergessliche Augenblicke geteilt. Danke, dass lhr meine

Freunde seid - Ihr seid die Besten.

Mein besonderer Dank gilt meiner Familie, ohne deren beharrliche Unterstitzung die
Fertigstellung dieser Arbeit niemals méglich gewesen ware. Ich mochte an dieser Stelle die
Gelegenheit nutzen, um Euch meinen tiefsten Dank daflir auszusprechen, dass lhr mir
unentwegt verlasslich zur Seite gestanden habt. Meinem Sohn Benedikt Paul méchte ich dafir
danken, dass er meist verstandnisvoll auf gemeinsame Stunden verzichtet hat, die ich im
Labor oder am Schreibtisch verbracht habe. Deine Liebe hat mir die Kraft gegeben, diesen
Weg beschreiten und schlie3lich meistern zu kénnen. Du hast mein Leben um so vieles

bereichert und warst mir unabléassig mein grof3ter Halt. Vielen Dank dafiir, mein lieber Schatz.

147



148 Anhang

Erklarung

.Ich erklare: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbstdndig und ohne unerlaubte fremde
Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben habe. Alle
Textstellen, die wdrtlich oder sinngemal aus veroffentlichten oder unveroffentlichten Schriften
entnommen sind, und alle Angaben, die auf mundlichen Auskinften beruhen, sind als solche
kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der Dissertation erwahnten
Untersuchungen habe ich die Grundsatze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der
~>atzung der Justus-Liebig-Universitat Giel3en zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis”
niedergelegt sind, eingehalten.”

Qu&@ //7;61 c«,d

Sandra Frank




10 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1
Abbildung 2
Abbildung 3
Abbildung 4
Abbildung 5
Abbildung 6
Abbildung 7
Abbildung 8
Abbildung 9
Abbildung 10
Abbildung 11
Abbildung 12
Abbildung 13
Abbildung 14
Abbildung 15

Abbildung 16
Abbildung 17
Abbildung 18
Abbildung 19
Abbildung 20
Abbildung 21
Abbildung 22
Abbildung 23
Abbildung 24
Abbildung 25
Abbildung 26
Abbildung 27
Abbildung 28
Abbildung 29
Abbildung 30
Abbildung 31
Abbildung 32

LebenzyKlus VON S. MaNSONI........uuuiiiiieeiiiiiiiiieeeee e e e ssiieeee e e e s s e snneeeeeeeeeeeennnes 5
Klassen von Sphingoidbasen der GSL aus S. mansoni ..........cccccvvvveeeeeinnns 14
Kohlenhydratstruktur des zirkulierenden Glykokonjugates CCA .................. 15
Gradient zur HPLC-basierten Monosaccharid-Analyse .......cccccccovcvvvveeeneenn. 29
Enzymatischer Verdau nativer GSL mit SCDASE..........eeerriieieriiiiieeeiiieee e 33
Temperaturprogramme der GC-MS-gesttitzten Analyse von Fettsauren...... 37
MALDI-MS Analyse eines GalCer-Standards aus bovinem Gehim............... 38
Fragmentierungspfade von GalCer .........cccuvuieiieeiiiiiciiiieee e 39
MALDI-MS/MS Analyse der Hauptkomponenten von GalCer ............cc.c....... 40
MALDI-MS Kontrolle der Elutionsfraktionen E1 bis E3..........cccocieiiniieenns 42
MALDI-MS Kontrolle der Elutionsfraktionen E4 biS E7........ccccoovceviiiiieennns 43
Massenspektrometrische Untersuchung von Lyso-GalCer .........cccccceeevvennnes 44
MALDI-MS Analyse nativer GSL aus Cercarien .........cccceeveveeeeeiieeeessiieeenanns 49
Massenspektrometrische Analyse kleiner Lyso-GSL aus Cercarien............. 51

Massenspektrometrische Analyse Le*-tragender Lyso-GSL aus
(00T or- 1 11T o USRS PRPT 53

Strukturvorschlag fir Le*-Pentasaccharid-tragende GSL aus Cercarien...... 59

Schematische Darstellung der Aufarbeitung von Glykolipiden...................... 60
HPTLC von (Glyko)- Lipiden aus adulten WUrmMern .......ccccccoovecevveeeeeeeeeeiinns 61
Workflow zur Strukturanalyse der Kohlenhydrat-Komponenten von GSL..... 63
ELISA Experimente fraktionierter GSL aus adulten Wirmern....................... 64
MALDI-MS Analyse kleiner GSL aus adulten WUrmern ..........cocccceeeevcveeeenns 66
MALDI-MS Analyse komplexer GSL aus adulten Wirmern...........cccccccoeueee 67
MALDI-MS (/MS) Analyse nativer Oligosaccharide aus adulten Wirmern ... 71
MALDI-MS/MS Analyse von permethyliertem FoHiNg.oovvveeeiiiiciiiieeeces 75
ESI-MS" ANalySe VON HoNa .....oviiviiiiiiiecicceceeeeee e 76
ESI-MS" ANalyse VON FiHoNo.....ooviivieiiieicceeceeeee e 78
ESI-MS" Analyse VON FiH1Ng.....ooiiciiececececeee e 81
ESI-MS" Analyse VON FoHiNz.....ocoiiieiiciccceeceeeeeee s 83
MALDI-MS Analyse kleiner Lyso-GSL aus adulten Wirmern ....................... 89
ESI-MS? Analyse kleiner Lyso-GSL aus adulten WUrmern ..............c.c......... 91
MALDI-MS Analyse komplexer Lyso-GSL aus adulten Wirmern.................. 93

ESI-MS? Analyse komplexer Lyso-GSL aus adulten Wirmern.................... 97


file://Biochemf01/ag_geyer/mitarbeiter/frsan1/public/Dissertation/finale_Version.docx%23_Toc321744064
file://Biochemf01/ag_geyer/mitarbeiter/frsan1/public/Dissertation/finale_Version.docx%23_Toc321744067
file://Biochemf01/ag_geyer/mitarbeiter/frsan1/public/Dissertation/finale_Version.docx%23_Toc321744068
file://Biochemf01/ag_geyer/mitarbeiter/frsan1/public/Dissertation/finale_Version.docx%23_Toc321744069
file://Biochemf01/ag_geyer/mitarbeiter/frsan1/public/Dissertation/finale_Version.docx%23_Toc321744070
file://Biochemf01/ag_geyer/mitarbeiter/frsan1/public/Dissertation/finale_Version.docx%23_Toc321744087
file://Biochemf01/ag_geyer/mitarbeiter/frsan1/public/Dissertation/finale_Version.docx%23_Toc321744094

150 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 33

Abbildung 34
Abbildung 35

Abbildung 36
Abbildung 37
Abbildung 38
Abbildung 39
Abbildung 40
Abbildung 41
Abbildung 42

Strukturvorschlag fiir Le*-Pentasaccharid-tragende GSL aus adulten
R AT AN 0 1T o o BT P PP PPPPPPPPPPPPPPPPPR 98
Postulierter Biosyntheseweg fir GSL aus adulten Wirmern ...................... 113

Schematische Darstellung mdéglicher Interaktionswege schistosomaler

GSL Mit DC-SIGN UNA TLRA ......oviiieeee e 116
MALDI-MS Analyse fraktionierter GSL aus adulten Wirmern..................... 131
MALDI-MS/MS Analyse der GSL-Komponente bei m/z 1658.5................... 132
ESI-MS" Analyse VON F1HoN3 ..o 133
ESI-MS" Analyse VON FaH1Nz ...coccviiicciccceeece e 134
ESI-MS" Analyse VON F4H1N3 ..oovieiiiceeceeeeeee et 136
ESI-MS? Analyse kleiner Lyso-GSL aus adulten Wirmern .............c.co....... 138
ESI-MS? Analyse komplexer Lyso-GSL aus adulten Wirmern................... 139


file://Biochemf01/ag_geyer/mitarbeiter/frsan1/public/Dissertation/finale_Version.docx%23_Toc321744101

151

11 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 Wichtige Kohlenhydratepitope der Glykokonjugate von S. mansoni................. 11
Tabelle 2 Kohlenhydratstrukturen von GSL aus S. ManSONi..........coccvvveieeeeeeeinieiiineneeeeens 13
Tabelle 3 Verwendete monoklonale Antikérper und deren Spezifitat............ccccooeeirnnnee. 25
Tabelle 4 Gradient zur HPLC-basierten Monosaccharid-Analyse ..........cccccccevveeeviicvvvnnnnn. 29
Tabelle 5 Temperaturprogramme der GC-MS-gestiitzten Analyse von Fettsauren.......... 37
Tabelle 6 Fettsaureanalytik nach enzymatischem Verdau von GalCer............cccccvvvveeennnn. 46
Tabelle 7 Strukturvorschlage zur Ceramid-Zusammensetzung von GalCer ..................... 47
Tabelle 8 Fettsaureanalytik nach enzymatischem Verdau der GSL aus Cercarien.......... 56

Tabelle 9 Strukturvorschlage zur Ceramid-Zusammensetzung von CMH aus

(O] (o= T 1T o PP PP 57
Tabelle 10  Strukturvorschlage zur Ceramid-Zusammensetzung Le*-Pentasaccharid-

tragender GSL aus CerCariEN ..........uueeiveeiiiiieiiieeee e e e e s sseeeere e e e e s s snsaeeereeeeesennanes 58
Tabelle 11  HPLC-basierte Monosaccharid-Analyse der fraktionierten GSL aus

AAUIEN WUMMEIT .ttt e e e e e e 62
Tabelle 12  Monosaccharid-Zusammensetzungen komplexer GSL aus

E= o (011 = TV g 1= o o PR 68
Tabelle 13  Fragmentionen von Strukturisomeren der Monosaccharid-Zusammen-

SELZUNG FoHIN g e e e 73
Tabelle 14  Charakteristische Fragmentionen der ESI-MS" Analyse permethylierter

Oligosaccharide aus adulten WUIMEIN .........coociiiiriiiieee e 86
Tabelle 15  Strukturvorschlage von Kohlenhydrat-Komponenten komplexer GSL aus

E= Lo 1011 =T TV g 1= o o PR 88
Tabelle 16  Strukturvorschlage zur Zusammensetzung komplexer Lyso-GSL aus

E= o [0 L= TV g 1= o o SR 94
Tabelle 17  Schematische Darstellung charakteristischer Fragmentionen in der ESI-MS"

Analyse von Kohlenhydrat-Komponenten komplexer GSL aus adulten

RTAT A0 [0 01T o TP 145


file://Biochemf01/ag_geyer/mitarbeiter/frsan1/public/Dissertation/finale_Version.docx%23_Toc321744280
file://Biochemf01/ag_geyer/mitarbeiter/frsan1/public/Dissertation/finale_Version.docx%23_Toc321744280
file://Biochemf01/ag_geyer/mitarbeiter/frsan1/public/Dissertation/finale_Version.docx%23_Toc321744284
file://Biochemf01/ag_geyer/mitarbeiter/frsan1/public/Dissertation/finale_Version.docx%23_Toc321744284

12 Abkirzungsverzeichnis

A.

ACN

ATT

BSA

CAA

CCA

CD

CDC

CDH

Cer

CID

CLR

CMH
C:M(:W)
CTH
CTetH

DC
DC-SIGN
DF-LDN
DF-LDN-DF
DF-LDN-F
DL

E

ELISA

ESI

ES Produkte
F

F-LDN
F-LDN-DF
F-LDN-F
Fuc

Gal
GalCer
GalNAc
GC

Glc
GIcNAc
Glucitol-PAA
GSL
GSLs

H.

H

Hex
HexNAc
HRP
HPLC
HPTLC

Ascaris

Acetonitril

6-Aza-2-Thiothymin

bovines Serumalbumin

circulating anodic antigen

circulating cathodic antigen

cluster of determination

Center for Desease Control and Prevention
Ceramiddihexosid

Ceramid

collision induced dissociation

C-type lectin receptor
Ceramidmonohexosid
Chloroform:Methanol:Wasser
Ceramidtrihexosid
Ceramidtetrahexosid

dendritic cell - dendritische Zelle
dendritic cell-specific, ICAM-3-grabbing nonintegrin
terminal difucosyliertes LDN
difucosyliertes LDN-DF

fucosyliertes DF-LDN

Durchlauf

Eluat

enzyme-linked immunosorbent assay
Elektrospray-lonisation
exkretierte/sekretierte Produkte
Fucose

terminal fucosyliertes LDN
fucosyliertes LDN-DF

fucosyliertes LDN-F

Fucose

Galactose

Galactosylceramid
N-Acetylgalactosamin
Gaschromatographie

Glucose

N-Acetylglucosamin
Glucitol-Polyacrylamid
Glykosphingolipide
glycosphingolipids

Helicobacter

Hexose

Hexose

N-Acetylhexosamin

horseradish peroxidase
high-performance liquid chromatography
high-performance thin layer chromatography



ICAM

IL

IPSE
KCI

LDN
LDN-DF
LDN-F
Le®
Le*-PAA
LiCl

LID

LM

LN
LNFP 1l
LPS
Lyso-CMH
Lyso-GalCer
Lyso-GSL
M

mAk
MALDI
MHC
min

MS
MyD88
m/z

N

NaAc
NacCl
n.d.

NP

p.a.

PC

PGC

p.i.
polyLe”
PRR
pseudo-Le"”
rEGC I
RP

RT

S.
SCDase
SEA

Ser

SPE
Sph
SSEA
SV

TBS

Abkulrzungsverzeichnis

intercellular adhesion molecule
Interleukin

interleukin-4-inducing principle from S. mansoni eggs
Kaliumchlorid

LacDiNAc; N,N’ - Diacetyllactosediamin
difucosyliertes LDN

fucosyliertes LDN

Lewis X

LeX-PonacryIamid

Lithiumchlorid

laser induced dissociation
Losungsmittel

LacNAc; N-Acetyllactosamin
Lacto-N-Fucopentaose Il
Lipopolysaccharid
Lyso-Ceramidmonohexosid
Lyso-Galactosylceramid
Lyso-Glykosphingolipide

Molekilmasse

monoklonaler Antikérper
matrix-assisted laser desorption/ionisation
major histocompatibility complex
Minute(n)

Massenspektrometrie

myeloid differentiation primary response gene (88)
Masse/Ladung

N-Acetylhexosamin

Natriumacetat

Natriumchlorid

nicht detektiert

normal-phase

pro analysi

Phosphorylcholin

porous graphitic carbon

post infectionem

polymeres Le*

pathogen recognition receptor
pseudo-Lewis"

rekombinante Endoglycoceramidase Il
reversed-phase

Raumtemperatur

Schistosoma
Sphingolipid-Ceramid-N-Deacylase
soluble egg antigen

Serin

solid phase extraction - Festphasen-Extraktion
Sphingoidbase

stage-specific embryonic antigens
Saulenvolumina

tris-buffered saline

153



154  Abkirzungsverzeichnis

TDC
TFA
Thr
TLR
TMB
TNF
TOF
TUP
vIv(/v)
WHO
wiv
Ww

Natriumtaurodeoxycholat
Trifluoressigsaure

Threonin

toll-like receptor

3,3',5,5' Tetramethylbenzidin
Tumornekrose-Faktor
time-of-flight

theoretical upper phase
volume/volume(/volume)
World Health Organiszation
weight/volume
Waschwasser



	Umschlag.pdf
	Einleitung.pdf
	Literaturübersicht.pdf
	Materialien und Methoden.pdf
	Ergebnisse.pdf
	Diskussion.pdf
	Literatur.pdf
	Anhang+Unterschrift.pdf
	Abbildungsv.pdf
	Abkürzungsv.pdf

