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Das Tn-Antigen

Die Glycoproteine tierischer Zellen enthalten vielfiltige Glycan-
strukturen, die co- und/oder posttranslational an die Proteine ange-
heftet werden. Mehr als zwanzig verschiedene Bindungsarten von
Glycanen an Proteine sind bekannt, doch sind N-Glycane (gebunden
an Asn) und O-Glycane (gebunden an Ser/Thr) die haufigsten. Ein
abnormes O-Glycan, das bei Krebs und anderen menschlichen Er-
krankungen auftritt, ist das Tn-Antigen. Es hat eine einfache Struktur,
bestehend aus einem N-Acetyl-D-galactosamin, das a-glycosidisch an
einen Serin- oder Threoninrest gebunden ist. Das Tn-Antigen war
eines der ersten Glycokonjugate, die chemisch synthetisiert wurden.
Es wird normalerweise von einer spezifischen Galactosyltransferase,
der T-Synthase, im Golgi-Apparat modifiziert. Die Expression akti-
ver T-Synthase hingt vom molekularen Chaperon Cosmc ab, dessen
Gen auf dem X-Chromosom liegt. Genmutationen, die die Funktion
von T-Synthase, Cosmc oder anderen an der O-Glycosylierung be-
teiligten Faktoren beeintrichtigen, konnen zur Expression des Tn-
Antigens fiihren. Da dieses bei einer Reihe von Krankheiten auftritt,
besteht grofles Interesse, es fiir die Entwicklung von Impfstoffen und
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anderen therapeutischen Ansdtzen zu nutzen.

1. Einleitung
1.1. Definition und Geschichte des Tn-Antigens

Die Entdeckung des Tn-Antigens war ein Meilenstein in
der Geschichte der Glycowissenschaften und lieferte zudem
eine der ersten Beschreibungen einer auBergewohnlichen
Zuckerstruktur, die im Zusammenhang mit menschlicher
Krankheit auftritt. Das Tn-Syndrom oder Tn-Polyaggluti-
nierbarkeits-Syndrom wurde erstmals 1957 von Moreau et al.
beschrieben.!! Die Autoren beobachteten ein ungewohnli-
ches Antigen auf den Erythrozyten eines Patienten, der an
einer seltenen, erworbenen, himolytischen Anémie litt. Diese
Animie war mit einer Polyagglutinierbarkeit der Erythrozy-
ten bei Kilte verbunden, die unabhéngig von der ABO(H)-
Blutgruppe war.! Schon 1925 hatten Huebner und 1927-
1928 Thomsen~! beschrieben, dass gelagerte Erythrozyten
normaler Blutspender agglutinieren kénnen. Dieses Phéno-
men kam jedoch durch bakterielle Glycosidasen (Neurami-
nidasen) zustande, die das T-Antigen (Galp1-3GalNAcal-O-
Ser/Thr; Gal = Galactose, GalNAc = N-Acetylgalactosamin;
Schema 1), auch Thomsen-Friedenreich- oder TF-Antigen
genannt, freilegten. Auch dies war eine wegweisende Beob-
achtung, denn sie fiithrte zur Entdeckung der Neuraminidase
und des Bakteriums Vibrio cholerae als Quelle fiir dieses
Enzym. Einmal freigelegt, konnte das T-Antigen durch vor-
bestehende Antikorper gebunden werden, wie Friedenreich
1930 feststellte.’) Dagegen agglutinierten die frisch gesam-
melten Blutproben des Tn-Syndrom-Patienten in der Kilte
sofort. Man denkt heute, dass dies auf kalten Agglutininen
vom Immunglobulin-M(IgM)-Typ beruht. Das Tn-Antigen
wurde spéter als verkiirzte Form einer der wichtigsten Gly-
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cosylierungsarten tierischer Glycoproteine erkannt und hat
die einfache Struktur GalNAcal-O-Ser/Thr (Schema 1). Die
historische Benennung des Tn-Antigens geht auf die Beob-
achtung von Moreau et al. zuriick, dass es dhnlich zum T-
Antigen und doch verschieden davon ist. Dies fiihrte zur
Bezeichnung ,, T antigen nouvelle* oder Tn-Antigen."” Im
Sprachgebrauch der ,,Cluster of Differentiation“-Antigene ist
das Tn-Antigen CD175, seine sialylierte Version (Sialyl-Tn)
CD175s. Das Disaccharid-T-Antigen wird als CD1761 be-
zeichnet.

Dahr et al. berichteten 1974, dass das Tn-Antigen, das in
Glycoproteinen menschlicher Erythrozyten vorkommt, ein
kryptisches GalNAc-haltiges Antigen sei.l'’” Die Struktur des
Tn-Antigens wurde schlieSlich 1975 wiederum durch Dahr
et al. aufgeklirt, die mithilfe von Gas-fliissig-Chromatogra-
phie zeigen konnten, dass tryptische Glycopeptide aus Ery-
throzyten von Patienten mit Tn-Syndrom Ser/Thr-gebunde-
nes GalNAc enthielten.™ Sie zeigten auch, dass die Be-
handlung von Glycoproteinen mit niedrig konzentrierter
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Schema 1. Die Strukturen des Tn-Antigens und davon abgeleiteter O-Glycane. Das Tn-Antigen ist die Vorstufe fiir viele Arten von O-Glycanen, die
als Core-1-, Core-2- und Core-3-Strukturen bezeichnet werden. Diese kénnen weiter modifiziert werden, wie in Schema 3 gezeigt.
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Schema 2. Chemische Synthese des Tn-Antigens durch a-Glycosylierung von Ser- oder Thr-Bausteinen. Beziiglich der hier dargestellten Synthese-

strategien siehe Text und Literaturzitate. In (a) wird ein Azidozucker-Halogen-Donor verwendet,

[2232-40.334.333] iy (b) ein Azidozucker-Thiophenyl-

Donor.? Bn=Benzyl, Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl, Tf,O = Trifluormethylsulfonsiureanhydrid.

NaOH in Gegenwart von Natriumborhydrid (NaBH,) eine f3-
Eliminierung ausloste,'*! die N-Acetylgalactosaminitol aus
diversen Glycoproteinen der Erythrozytenmembran frei-
setzte. Die chemische Struktur des T-Antigens als Disaccha-
rid GalB1-3GalNAcal-O-Ser/Thr wurde schon frither, ndm-
lich 1960, von Klenk und Uhlenbruck aufgeklirt.® Interes-
sant ist, dass das Disaccharid Galf1-3GalNAc zuerst in Stu-
dien zu den Gangliosiden im menschlichen Gehirn beschrie-
ben wurde.'”!”) Beispielsweise enthalten GM1, Asialo-GM1
und das nicht sialylierte GA1 allesamt terminale Galf31-
3GalNAcB1-R. Man beachte aber, dass das GalNAc hier in (3-
und nicht in a-Bindung vorliegt und sich diese Struktur somit
von jener des T-Antigens unterscheidet.

1.2. Chemische Synthese des Tn-Antigens und verwandter
Strukturen

Die chemische Synthese von an L-Serin und L-Threonin
gebundenem Tn- und T-Antigen wurde erstmals 1977 von
Osawa und Kaifu veroffentlicht,?” spéter auch von anderen
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wie Lemieux et al.’!l sowie Paulsen und Holck.”? Jede dieser
Gruppen wihlte einen anderen Syntheseweg. Eine elegante
Strategie fiir die Synthese des Tn-Antigens entwickelten
Paulsen und Holck, die als Erste eine nicht partizipierende
Azidogruppe an der C2-Position des GalNAc-Donors ein-
fithrten (3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-f3-D-galactopy-
ranosylchlorid). Diesen setzten sie in Gegenwart der Pro-
motoren Silbercarbonat und Silberperchlorat in einer Koe-
nigs-Knorr-Reaktion mit Benzyloxycarbonylderivaten von
Serin oder Threonin um, was stereoselektiv zur Bildung des
a-Anomers fiihrte (Schema2a).”? Die C2-Azidogruppe
wurde anschlieBend durch reduktive Acetylierung in die na-
turlich vorkommende Acetamidgruppe iberfiihrt, und der
schiitzende Benzylester wurde gespalten, um schlieBlich
GalNAco1-O-Ser und GalNAcal-O-Thr zu erhalten. Ahnli-
che Synthesewege, bei denen die Fmoc-Derivate von Serin
und Threonin zur Anwendung kommen, wurden spiter von
Kunz und Birnbach beschrieben.®! Die Verwendung des C2-
Azido-Halogen-Donors fordert eine hochselektive a-Gly-
cosylierung. Zur Herstellung des Disaccharid-T-Antigens
wurde die Azidogruppe des Zwischenproduktes (Schema 2 a)
reduziert und der Zucker selektiv O-desacetyliert und ben-
zylideniert, um ein Derivat zu erhalten, das mit Tetra-O-
acetyl-a-D-galactosylpyranosylbromid zum Disaccharid rea-
gierte. Die nachfolgende Entfernung der Schutzgruppen lie-
ferte das N-acetylierte Gal-GalNAc-Ser/Thr. Eine andere
elegante Synthese des Tn-Antigens (Schema 2b) nutzt den
acetylierten 2-Azido-2-desoxyzucker-Thiophenyl-Donor und
das Ph,SO/Tf,O-Promotorsystem, das eine effiziente, ste-
reoselektive Glycosylierung von Fmoc-Thr(OH)-OBn (oder
Fmoc-Ser(OH)-OBn) fordert, sodass spezifisch das a-Gly-
cosid entsteht.’” Moderne Synthesen von Tn-Antigen-halti-
gen Glycopeptiden basieren auf diversen Strategien.?*
Eine interessante Vorgehensweise wurde fiir Peptide mit
einem oder mehreren Tn-Antigenen entwickelt, bei der
Glycosyltrichloracetimidate verwendet wurden, um die Hy-
droxygruppe(n) von Ser/Thr eines an ein Festphasenharz
gebundenen Peptides stereoselektiv zu modifizieren.[*!! Viele
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Techniken zur Glycopeptidsynthese verwenden jetzt N*-
Fmoc-Thr-(AcO;-0-D-GalNAc) oder das entsprechende Ser-
Derivat, die kauflich erworben werden konnen. Zudem
konnen Glycopeptide mit dem Tn-Antigen auch chemoen-
zymatisch hergestellt werden. Dazu werden synthetische
Peptidakzeptoren und Glycosyltransferasen, die GalNAc auf
Ser/Thr-Reste iibertragen, verwendet.?l Solche Strategien
waren wichtig zur Entwicklung moglicher Impfstoffe gegen
das Tn-Antigen, wie in Abschnitt 6.1. dargelegt.

1.3. Nachweis des Tn-Antigens

Das Tn-Antigen kommt in normalen Zellen und Gewe-
ben erwachsener Tiere kaum vor und scheint kein onko-
foetales Antigen zu sein. Im Verlauf der Jahre wurden diverse
Methoden angewendet, um das Tn-Antigen nachzuweisen.
Jede hat ihre Vor- und Nachteile. Die Methoden konnen in
drei Kategorien eingeteilt werden: in chemische, Lectin-ba-
sierte und Antikorper-basierte. Die direkte chemische
Methode beruht typischerweise auf der p-Eliminierung,['*!!
bei der durch alkalische Hydrolyse in Gegenwart von NaBH,
N-Acetylgalactosaminitol abgespalten und gleichzeitig die
bindende Aminosdure verdndert wird (Ser zu 2-Amino-
acrylsdure oder Dehydroalanin und Thr zu 2-Aminocroton-
sdure). Die Bestimmung von N-Acetylgalactosaminitol durch
Gaschromatographie nach Acetylierung, kombiniert mit dem
Nachweis der verdanderten Ser- oder Thr-Aminosiuren, gilt
als chemischer Nachweis des Vorhandenseins von Tn-Anti-
gen auf Glycopeptiden und Glycoproteinen. Diese Methode
ist angebracht, wenn geniigend grofe Mengen Analysema-
terial zur Verfiigung stehen — bei den kleinen Mengen, die in
Zellen und Geweben vorliegen, ist sie jedoch kaum durch-
fithrbar. Eine Variante der direkten chemischen Methode
besteht darin, Galactose-Oxidase ohne vorherige Neurami-
nidasebehandlung zu verwenden, um die nicht reduzierenden
terminalen GalNAc-Reste des Tn-Antigens an der C6-Hy-
droxygruppe zu oxidieren und anschlieBend mit radioaktiv
markiertem NaB[*H], zu reduzieren.””! Der Nachweis von
radioaktiv markiertem GalNAc zeigt schlieBlich das Tn-An-
tigen an. Natiirlich wiirde auch radioaktiv markierte Gal ge-
messen, sollte das nicht sialylierte T-Antigen vorhanden sein.

Historisch dominieren die auf Lectinen und Antikorpern
basierenden Methoden zum Nachweis von Tn-Antigen. FEine
enorme Zahl verschiedener GalNAc bindender Lectine von
Pflanzen und Tieren wurde verwendet, um die Expression des
Tn-Antigens zu erforschen. Diese schliefen die Pflanzenlec-
tine Dolichos-biflorus-Agglutinin (DBA),*  Marrubium-
candidissimum-Agglutinin,* Maclura-pomifera-Lectin
(MPL), Salvia-horminum-Agglutinin (SHA),*! Salvia-
sclarea-Agglutinin ~ (SSA),™!  Salvia-bogotensis-Lectin,*
Artocarpus-integrifolia-Lectin  (Jacalin),’”! Bauhinia-purpu-
rea-Agglutinin (BPA),"* das B4-Isolectin von Vicia-villosa-
Agglutinin (VVA-B4),% Soja-hispida-Lectin,* Moluccella-
laevis-Lectin (MLL)®* und das aus Schnecken isolierte Helix-
pomatia-Agglutinin (HPA) ein.****>1 Auch das Fehlen einer
Bindung durch andere Lectine wurde genutzt, um die mog-
liche Expression der Tn/STn-Antigene (STn-Antigen=
Sialyl-Tn-Antigen; Neu5Aco2-6GalNAcal-O-Ser/Thr) zu
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untersuchen. So zeigten beispielsweise Springer et al. dass das
Sialinsduren bindende Vicia-graminea-Lectin und das T-An-
tigen bindende Arachis-hypogoea-Lectin (peanut agglutinin,
PNA) durch die Erythrozyten von Patienten mit Tn-Syndrom
kaum gebunden wurden.®® Zudem binden Tn-Antigen ex-
primierende Zelllinien wie Jurkatleukdmiezellen und
humane Kolonkarzinom-LSC-Zellen®* ! gut an HPA, jedoch
kaum an PNA, auch nicht nach Desialylierung,® was zur
Expression des Tn-Antigens durch diese Zellen passt. Zwei
der am héaufigsten zum Nachweis von Tn-Antigen verwen-
deten Pflanzenlectine sind VVA-B4 und HPA. VVA-B4
wurde z.B. verwendet, um die Tn-Antigen-Expression durch
Krebszellen aus Tumoren des Pankreas, der Brust, der Lunge
und der Prostata zu untersuchen.*®! HPA fand seit den
frithen 1980er Jahren hédufige Verwendung. Vainchenker et al.
entdeckten die Klonalitdt der Tn-Antigen-Expression, indem
sie mit fluoreszenzmarkiertem HPA Tn-Antigen in Kolonien
der erythroiden und granulozytischen Zellen eines Patienten
mit Tn-Syndrom nachwiesen.*! HPA-Bindung wurde zudem
kombiniert mit Galactose-Oxidase/NaB[*H],-Reduktion ein-
gesetzt, um Tn-Antigen auf dem Glycoprotein GPIb in den
Blutplittchen eines Patienten mit Tn-Syndrom nachzuwei-
sen.! Allerdings ist die Verwendung von HPA zum Nach-
weis von Tn-Antigen problematisch, denn es bindet auch an
das Cad-Antigen NeuAco2-3(GalNAcf1-4)Galp1-R, das
Blutgruppe-A-Antigen Fucal-2(GalNAcal-3)Galp1-R und
an Forssman-Glycolipid.®%! Generell ist zu sagen, dass die
meisten pflanzlichen und tierischen Lectine, die GalNAc
binden, mit nicht reduzierenden, terminalen GalNAc-Resten
in a- oder B-Stellung kreuzreagieren, wie fiir VVA-B4 be-
schrieben, das auch an Cad-(Sda)-Antigen bindet."”) Aus
diesem Grund miissen Lectinstudien zur Bestimmung der Tn-
Antigen-Expression mit groBer Vorsicht durchgefiihrt
werden, und die Resultate sollten mit chemischen, immuno-
logischen und/oder genetisch/molekularen Daten untermau-
ert werden.

Eine der frithesten immunologischen Nachweismethoden
fiir Tn-Antigen beruhte auf Anti-Tn-Antiseren,/®>®! die na-
tiirlicherweise infolge seiner Erkennung als Antigen ent-
standen. Von Springer et al. wurde natiirlicher, humaner
Anti-Tn-Antikorper als Reagens verwendet,’” denn diese
Forschungsgruppe hatte beobachtet, dass in den Seren der
meisten Personen geringe Mengen Anti-Tn-Antikérper vor-
handen sind./*”-" Die Bildung solcher Antikorper kann durch
Kontakt mit Enterobacteriaceae, die das Tn-Antigen expri-
mieren, ausgeldst werden. Springer und Tegtmeyer zeigten,
dass Seren von Kiiken des Weilen Leghorns, die in keimfreier
Umgebung gehalten wurden, keine Anti-Tn-Antikorper ent-
hielten, wihrend Kiiken, die in normalen Brutstitten auf-
wuchsen, solche Antikorper aufwiesen. Verfiitterten sie
keimfreien Kiiken Bakterien, die das Tn-Antigen exprimier-
ten, fiihrte dies zur Bildung von Anti-Tn-Antikorpern.”
Auch bei Kleinkindern oder Erwachsenen, die Tn-Antigen
tragende Bakterien einatmeten oder einnahmen, konnten
anschliefend zirkulierende Anti-Tn-Antikdrper nachgewie-
sen werden.[”

Springer et al.”*™! beschrieben die Immunogenitit des
Tn-Antigens im Rahmen ihrer Arbeit zu den humanen MN-
Blutgruppen-Antigenen und entdeckten, dass sowohl das T-
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als auch das Tn-Antigen von menschlichen Tumorzellen als
Karzinom-assoziierte Antigene exprimiert werden. 1985 be-
richteten die Forscher dann, sie hitten als Erste murine,
monoklonale Antikorper (mAK) gegen Tn-Antigen entwi-
ckelt.” Kurz darauf stellten Hakomori und Mitarbeiter die
ersten murinen mAK gegen Sialyl-Tn-Antigen her.” Unter
Verwendung dieser mAK wurde gezeigt, dass Tn- und Sialyl-
Tn-Antigen auf den Erythrozyten von Patienten mit Tn-
Syndrom vorhanden sind, jedoch nicht auf jenen von gesun-
den Blutspendern.”! Hakomori und Kollegen entwickelten
diverse mAK gegen das Tn-Antigen (NCC-LU-35 und NCC-
LU-81), indem sie Miduse mit den Lungenkarzinomzellen
Lu65 impften und die Hybridome nachfolgend histologisch
auf ihre Fahigkeit, mAK gegen Tumorgewebeproben herzu-
stellen, untersuchten.”” Ein Problem bei der Verwendung
verschiedener mAK gegen das Tn-Antigen war die Spezifitit
der Antikorper: Einige Anti-Tn-Antikorper kreuzreagieren
eindeutig mit anderen GalNAc-haltigen Glycanen, wie dem
Blutgruppe-A-Antigen.” Beispiele von Publikationen, die
iiber die Verwendung von Anti-Tn-mAK berichten, finden
sich in Lit. [61,78-85]. Einige dieser mAK scheinen spezifisch
zu sein und kreuzreagieren nicht mit dem Blutgruppe-A-
Antigen.[®

Einer der niitzlichsten Méuse-Anti-Tn-mAK ist ein IgM
(CA3638, Klon 12A8-C7-F5). Er wurde urspriinglich von
Springer und Mitarbeitern entwickelt und findet heute breite
Anwendung fiir Immunhistochemie und Durchflusszytome-
trie.””! Nachdem das Labor von Dr. Springer nach dessen Tod
gerdumt worden war, sandte seine Assistentin Herta Tegt-
meyer alle Vorrdte an gereinigten mAK, einschlieflich des
oben erwihnten IgM, an das Labor von Dr. Cummings.
Leider waren alle Hybridome des Springer-Labors schon
friher verloren gegangen. Proben der mAK gegen das Tn-
Antigen konnen aber auf Anfrage vom Cummings-Labor
erhalten werden. Sie wurden auch von anderen verwendet,
beispielsweise fiir Studien zur Tn-Antigen-Expression durch
Drosophila.®¥ Der niitzlichste Miuse-Anti-STn-mAK ist
ein Immunglobulin G1 (IgG1; Klon HB-STn1), das von ver-
schiedenen Herstellern, wie DakoCytomation, erworben
werden kann. Andere mAK gegen das Tn-Antigen (CD175)
und Sialyl-Tn-Antigen (CD175s) sind zudem von verschie-
denen Quellen kommerziell erhiltlich.

2. Molekulare Mechanismen der Expression des
Tn-Antigens

2.1. Biosynthese des Tn-Antigens und der O-Glycane vom
Mucintyp

Das Tn-Antigen auf Glycoproteinen wird von der En-
zymfamilie der Polypeptid-N-Acetylgalactosaminyltransfe-
rasen (ppGalNACcTs) synthetisiert. Diese iibertragen ein
GalNAc vom Donor Uridin-5'-diphosphat(UDP)-GalNAc
auf einen Ser- oder Thr-Rest des Proteins (Schema 3). Dies
ist der erste Schritt in der Biosynthese der O-Glycane vom
Mucintyp. Man schétzt, dass das menschliche Genom vier-
undzwanzig verschiedene ppGalNAcT-Gene enthilt, jenes
der Maus achtzehn.® Die humanen Gene befinden sich auf
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den Chromosomen 1-4,7-9, 12 und 18. Die ppGalNAcTs sind
transmembranire Proteine aus 600-800 Aminosduren (AS)
und sind somit groBer als die meisten anderen Glycosyl-
transferasen. Die Transferaseaktivitét ist in der N-terminalen
Domaine lokalisiert, und die C-terminale Doméine enthilt
eine Lectindomine vom R-Typ.”?) Zwar scheint es, dass alle
ppGalNACcTs (EC 2.4.1.41) die gleiche allgemeine Reaktion
katalysieren, allerdings ist die Expression der ppGalNAcT-
Isoformen oder -Isozyme in erwachsenen Sdugetieren gewe-
bespezifisch, und die ppGalNAcTs haben unterschiedliche,
wenn auch iiberlappende Substratspezifititen.”” Die Aktivi-
tit aller ppGalNACcTs (auBler T10) scheint verstiarkt zu sein,
wenn sich ein Pro-Rest in der (4 3)-Position relativ zum Ser/
Thr-Rest befindet. Pro-Reste in den (—3)-, (—1)- und (+ 1)-
Positionen erhohen die Aktivitit in unterschiedlichem Ma@ je
nach ppGalNAcT-Isoform.” Die C-terminale Lectindo-
méne vom R-Typ hat eine gewisse Homologie zur Lectindo-
méne von Ricin und bindet an Kohlenhydrate. Es wurde
vorgeschlagen, dass die katalytische und die Lectindoméne
der ppGalNAcTs zusammenwirken, um die Wahl der Gly-
cosylierungsstellen vorzunehmen. Dies ist in Einklang mit der
Idee, dass das Anheften von GalNAc-Resten an das Protein
in hierarchischer Weise erfolgt.””! Mucin-1 (MUC-1; MUC =
Mucinglycoprotein) beispielsweise ist ein Protein, das aus
1000 AS besteht und dessen Molekiilmasse durch das Anfii-
gen von Hunderten von O-Glycanen auf iiber 2 Millionen Da
erhoht wird. Die enorme Effizienz seiner O-Glycosylierung
ist nicht nur durch die hohe Aktivitdt und weite Verbreitung
von ppGalNAcTs im Golgi-Apparat von Epithelzellen be-
dingt, sondern auch durch deren Lectindoméinen. Indem sie
tiber ihre Lectindoménen an zuvor gebildete Glycane binden,
konnen diese Enzyme am Protein entlang gleiten und hoch-
effizient GalNAc-Reste an ein Ser/Thr nach dem andern
heften.l”’

Die ppGalNACcTs sind, wie an Hela-Zellen gezeigt, im
Golgi-Apparat lokalisiert.” Man nimmt deshalb an, dass sie
auf gefaltete Proteine wirken, die das endoplasmatische Re-
ticulum (ER) korrekt verlassen haben. Das im Golgi-Apparat
gebildete Tn-Antigen kann als Akzeptor fiir mindestens drei
andere Golgi-Glycosyltransferasen wirken: 1) die Core-1-
p1,3-Galactosyltransferase (Core-1-3GalT oder T-Synthase),
die die Core-1-Struktur oder das T-Antigen synthetisiert,
2) die Core-3-f1,3-N-Acetylglucosaminyltransferase (Core-3-
B3GIcNACT; GlcNAc = N-Acetylglucosamin), die die Core-
3-Struktur synthetisiert, und 3)die Sialyltransferase
ST6GalNAc-I, die das Sialyl-Tn-Antigen  herstellt
(Schema 3). Die haufigste Modifikation des Tn-Antigens ist
die T-Synthase-katalysierte Bildung des Core-1-Disaccha-
rids.”*1" T-Synthase ist ein Schliisselenzym in der Biosyn-
these von O-Glycanen vom Mucintyp, das in allen Zellen des
Menschen und der Maus vorkommt. Das Core-1-Glycan wird
normalerweise entweder durch ST3Gal-I sialyliert, sodass das
Sialyl-T-Antigen entsteht,'® das im Anschluss durch
ST6GalNAc-IIT oder IV weiter zum Disialyl-T-Antigen
(DiSia3,6Core-1) sialyliert werden kann.l%?! Alternativ kann
das Core-1-O-Glycan-Disaccharid durch ST6GalNAc II zum
2,6-sialylierten Core-1-O-Glycan (Sia6Core-1)" umgesetzt,
zu groBeren Core-1-O-Glycanen verldngert oder durch die
Core-2-$6-GIcNAcT zu Core-2-O-Glycanen verzweigt
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Schema 3. Biosynthese des Tn-Antigens und verschiedener O-Glycan-Core-Strukturen, die sich von der Tn-Vorstufe ableiten.

werden.'™ Die Core-3-Struktur GIcNAcB1-3GalNAcal-Ser/
Thr kommt vor allem im Gastrointestinaltrakt vor und wird
normalerweise zu komplexen Core-3-O-Glycanen verlin-
gert.') ST6GalNAc-I wird in groBen Mengen in der Unter-
kiefer-Speicheldriise des Rindes gebildet, kommt in anderen
Geweben hingegen kaum vor.'® STn findet man dement-
sprechend nicht in normalen Geweben, mit Ausnahme der
Unterkiefer-Speicheldriisen von Rindern und Schafen. Wird
STn gebildet, ist es eine terminale Struktur, die nicht mehr
von anderen Glycosyltransferasen verdndert wird.

2.2. Die T-Synthase verwendet das Tn-Antigen fiir die Herstellung
des T-Antigens

Das wichtigste Enzym, das in normalen Geweben das Tn-
Antigen modifiziert, ist die UDP-Gal:GalNAcal-O-Ser/Thr-
Glycopeptid-p3-Galactosyltransferase (Core-1-3GalT, T-
Synthase, CIGALT1, EC2.4.1,122). In Gegenwart zweiwer-
tiger Kationen tibertrédgt die T-Synthase Gal von UDP-Gal
auf GalNAcal-O-Ser/Thr unter Bildung einer P-glycosidi-
schen Bindung, sodass die Core-1-Struktur — GalB1-3Gal-
NAcal-O-Ser/Thr oder das T-Antigen — entsteht. Die T-
Synthase ist eine invertierende Glycosyltransferase, denn sie
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bildet aus dem a-gebundenen Gal-Rest im Donor UDP-Gal
eine B-Bindung.'""”! Das Enzym wurde urspriinglich in BHK-
Zellhomogenaten™ und in rohen Zubereitungen von Dick-
darmschleimhaut aus Schweinen und Ratten untersucht!*”
und spiter aus Rattenleber partiell gereinigt."'! T-Synthase
wurde erst 2002 zur Homogenitit gereinigt!'® und als ein 84/
86 kDa schweres, Disulfid-gebundenes Homodimer charak-
terisiert. Allerdings wurde auch das 42/43-kDa-Monomer
beobachtet, das ebenfalls enzymatisch aktiv war. Nicht be-
kannt ist, weshalb es zwei Formen des Homodimers mit un-
terschiedlichen Molekiilmassen gibt. Basierend auf der N-
terminalen Sequenz der Ratten-T-Synthase wurde die cDNA
fiir die humane T-Synthase kloniert.””! Sie kodiert fiir ein Typ-
II-transmembrandres Protein aus 363 AS. Northern Blot
machte deutlich, dass es zwei verschiedene Transkripte der
humanen T-Synthase gibt, die 2.0 und 7.0kb (kb=
1000 Basen) groB sind. Das 2.0-kb-Transkript entspricht
wahrscheinlich der reifen, aktiven Form, denn in Rattentestes
kann nur dieses Transkript nachgewiesen werden. Ob das
grofere Transkript nur eine unvollstindig gespleiite Form ist
oder eine eigene Funktion hat, weifs man nicht. Die Ortho-
logen aus diversen Spezies, einschlieBlich Schimpanse, Rind,
Hund, Ratte, Maus, Vogel, Frosch, Zebrafisch und die Wir-
bellosen Drosophila und C. elegans, wurden geklont oder
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identifiziert.""" Der Vergleich ihrer Proteinsequenzen ergab
einen hohen Grad an Homologie, besonders unter den Pro-
teinen der Sdugetiere. T-Synthase ist insofern einzigartig, als
sie nur minimale Homologien zu konservierten Motiven an-
derer B3-Galactosyltransferasen aufweist. Bemerkenswerter-
weise gibt es nur ein einziges Gen fiir T-Synthase im Men-
schen und anderen Siugetieren. Das humane Gen
(CIGALTI) befindet sich auf Chromosom 7pl4-pl13 und
besteht aus drei Exonen, von denen das zweite Exon das
langste ist. Interessanterweise ist die T-Synthase der Sduge-
tiere nicht N-glycosyliert. Dies unterscheidet sie von den
meisten anderen Glycosyltransferasen, die N-Glycosylie-
rungsstellen in ihren primidren Aminosiduresequenzen auf-
weisen, und es unterscheidet sie auch von den T-Synthasen
von C. elegans!"! und Drosophila,® ¥ die N-Glycosylie-
rungsstellen enthalten.

Zwar gibt es im Menschen nur ein einziges funktionie-
rendes Gen fiir T-Synthase, doch brachte eine Blast-Homo-
logiesuche vier dem CIGAITI hoch homologe DNA-Se-
quenzen auf den Chromosomen 5, 12, 8 und 15 ans Licht, die
wir humane CIGAITI-Pseudogene-1, -2, -3 bzw. -4 nannten
(pCIGAIT-1, -2, -3 und -4; Sequenzvergleiche siche Abbil-
dung in den Hintergrundinformationen). Anders als beim
funktionierenden Gen bestehen alle pCIGAITs aus einem
einzelnen ,,Exon‘ mit vielen sinnveridndernden Mutationen
(missense mutations) und DNA-Fragmentdeletionen. Die
Sequenz von pCIGALT-1 auf Chromosom 5 ist am stirksten
konserviert und zu 93% identisch mit der cDNA von
CIGALTI. pCIGALT-2 auf Chromosom 12 ist zu 91 % und
pCIGALT-3 auf Chromosom 8 zu 80% identisch mit der
cDNAvon CIGALTI. Die ersten 130 Basen von pCIGALT-3
passen nicht zum Exon I (220 bp) von CI GALT! und machen
somit den GrofBteil der gesamten Sequenzunterschiede zwi-
schen pCIGALT-3 und CIGALTI] aus. pCIGALT4 auf
Chromosom 15 hat die am wenigsten konservierte Sequenz
mit 71 % Homologie zum funktionierenden Gen. Es fehlen
die ersten ca. 100 Basenpaare (bp) am 5'-Ende von Exon I
und 200 bp im 3'-Teil des Exons II. Die Mutationen und De-
letionen in den Pseudogenen fiithren zu zahlreichen Stopco-
dons und Verschiebungen des offenen Leserahmens (open
reading frame, ORF), die zu Nicht-ORF-DNA-Sequenzen
filhren. Weder die reversen noch die komplementédren Se-
quenzen der Pseudogene enthalten irgendeinen ORF, was
darauf schlieen ldsst, dass sie nicht andere Gene oder Teile
anderer Gene sind, und zusétzlich dafiir spricht, dass es
Pseudogene sind. Die Suche nach humanen transkribierten
Nucleotidsequenzen (expressed sequence tags, ESTs) in der
Datenbank liefert drei Treffer, die perfekt auf pCIGALT-1
passen, und zwei weitere, die auf pCIGALT-2 passen. Dies
zeigt, dass pC1GALT-1 auf Chromosom 5 und pCIGALT-2
auf Chromosom 12 wahrscheinlich in bestimmten Geweben
transkriptionell aktiv sind. Basierend auf der Ahnlichkeit der
vier Pseudogene von humaner CIGALT]I ist es wahrschein-
lich, dass pCIGALT-3 und 4 auf Chromosom 8 bzw. 15 evo-
lutiondr die iltesten sind, wihrend pCIGALT-1 auf Chro-
mosom 5 das jiingste ist. Die Tatsache, dass diese Pseudogene
nur aus einem einzigen Exon bestehen, ldsst darauf schlieen,
dass sie durch reverse Transkription der mRNA von huma-
nem CIGALTI entstanden sind und anschlieBend ins
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menschliche Genom integriert wurden. Die Existenz von vier
nichtfunktionalen Genen konnte jedoch nicht nur die Evo-
lution von humanem CIGALTI aufzeigen, sie konnte auch
wichtig fiir die Regulation der Expression von humanem
CIGALTI sein, besonders weil einige dieser Pseudogene
transkriptionell aktiv zu sein scheinen.

2.3. Andere Glycosyltransferasen, fiir die das Tn-Antigen ein
Akzeptor ist

Zusitzlich zur T-Synthase verwenden auch zwei andere
bekannte Glycosyltransferasen das Tn-Antigen als Akzeptor,
und zwar ST6GalNAc-I und Core-3-f3-GIcNAcCT
(Schema 3). CMP-NeuAc:GalNAc-al-O-Ser/Thr-Glycopep-
tid-02,6-Sialyltransferase-I (ST6GalNAc-I, EC2.4.99.3)!"
ibertrdgt eine Sialinsdure (N-Acetyl-5-neuraminsiure,
Neu5Ac) von CMP-NeuSAc (CMP = Cytidinmonophosphat)
auf die 6-Position von GalNAcal-O-Ser/Thr, sodass das STn-
Antigen Neu5Aca2-6GalNAcal-O-Ser/Thr entsteht. Das
Gen der humanen ST6GalNAc-I befindet sich auf 17g25.1.
ST6GalNAc-I gehort zur Familie der humanen ST6Gal-
NAc, ™ deren sechs Mitglieder sich durch ihre Spezifitiit fiir
verschiedene Akzeptoren unterscheiden. ST6GalNAc-I kann
auf Tn-Antigen, T-Antigen und a2,3Sialyl-T-Antigen
(Neu5Aco2-3GalB1-3GalNAcal-O-Ser/Thr) wirken.'!
ST6GalNAc-II wirkt vor allem auf das Core-1-O-Glycan,
sodass 02,6-sialyliertes T-Antigen (Sia6Core-1) entsteht
(Schemata 1 und 3).'">) Wenngleich eine Arbeit gezeigt hat,
dass sowohl ST6GalNAc-I als auch -II Sialyl-Tn-Synthasen
sein konnten, % haben andere Gruppen demonstriert, dass
ST6GalNAc-I die vorwiegende Sialyl-Tn-Synthase in
menschlichen Tumoren ist.''>!"”] Interessanterweise zeigten
einige Studien auf, dass in immortalisierten B-Zellen von
Patienten mit IgA-Nephropathie das Transkript von
ST6GalNAc-II, nicht aber das von ST6GalNAc-I hochregu-
liert war.'"®" Es ist offensichtlich, dass noch viel Arbeit
notig ist, um die Rolle(n) dieser Enzyme bei der Herstellung
von STn zu kléren.

UDP-GIcNAc:GalNAcal-O-Ser/Thr-Glycopeptid-33-/V-
Acetylglucosaminyltransferase (Core-3-$3-GIcNAcT, C3-
GnT, B3GnT6, EC2.4.1.146) iibertrdgt GlcNAc von UDP-
GlcNAc auf GalNAcal-Ser/Thr (Tn-Antigen), sodass die
Core-3-Struktur ~ (GIcNAcB1-3GalNAcal-Ser/Thr)  ent-
steht.l) Humanes C3GnT ist auf dem Chromosom 11q13.4
lokalisiert. C3GnT-Expression findet sich nur in Mucus se-
zernierenden Geweben. Die Menge an C3GnT-Transkript,
wie sie in verschiedenen menschlichen Geweben durch
quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (real time
PCR) gemessen wurde, war im Magen am hochsten, gefolgt
von Dick- und Diinndarm. O-Glycane, einschlief3lich Core-3
und Core-1, sind die primiren Bestandteile der intestinalen
Mucus-Schicht, die das gastrointestinale Epithel bedeckt. Die
Mucus-Schicht ist eine dichte, kohlenhydratreiche Matrix, die
grofitenteils aus Mucinen besteht. Mucine enthalten eine
Vielzahl von Serin- und Threoninresten, die O-Glycane
tragen. Letztere machen 80-90% der Mucinmasse aus. Die
Mucus-Schicht und die Epithelzellen bilden eine Barriere, die
die epithelialen und mucosalen Immunzellen vor potenziell
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schéddlichen Iuminalen Mikroorganismen und Essensbe-
standteilen schiitzt.

3. Das molekulare Chaperon Cosmc ist notwendig
fiir die Bildung aktiver T-Synthase

3.1. Entdeckung von Cosmc

Core-1-f3-Galactosyltransferase-spezifisches, molekula-
res Chaperon (Cosmc) ist in vivo notwendig fiir die Bildung
aktiver T-Synthase."” Fiir menschliches Cosmc kodiert ein
einzelnes Exon auf Xq24."! Im Unterschied zur T-Synthase,
die in Wirbeltieren wie auch in Wirbellosen vorkommt, finden
sich Cosmc-Orthologe nur in Wirbeltieren. Cosmc wurde
urspriinglich gemeinsam mit T-Synthase aus Rattenleber
partiell gereinigt und wies bei der SDS-PAGE eine Mole-
kiilmasse von 36-38 kDa auf, die jener der T-Synthase sehr
dhnlich war. Die 1.5-kb-cDNA wurde basierend auf der Pro-
teinsequenz kloniert, und es konnte vorausgesagt werden,
dass der ORF fiir ein 318 AS groBes, Typ-II-transmembra-
nidres Protein kodieren wiirde. Es konnte nun gezeigt werden,
dass Cosmc im ER lokalisiert ist, wo es bei der Faltung von T-
Synthase als Chaperon wirkt,® wie in Abschnitt 3.3 ausge-
fihrt.

Wie in Abschnitt 1.3 erwihnt, exprimiert die humane T-
Leukémiezelllinie Jurkat das Tn-Antigen. Dies liegt daran,
dass die T-Synthase in dieser Zelllinie inaktiv ist,1*”) sodass
keine grofleren O-Glycane vom Mucintyp hergestellt werden.
Das Gen und auch das Transkript von T-Synthase sind in den
Jurkatzellen normal. Dagegen ist die Cosmc-cDNA mutiert
und enthilt eine T-Insertion in Position 473, die eine Ver-
schiebung des ORF und ein verfrithtes Stopcodon be-
wirkt.%**!l Fijhrt man funktionierendes Cosmc vom Wildtyp
in Jurkatzellen ein, wird nicht nur die T-Synthase-Aktivitét
wieder hergestellt, sondern es normalisieren sich auch die
Strukturen der O-Glycane auf den Glycoproteinen an der
Zelloberfliche %!

Wir haben kiirzlich Miuse entwickelt, denen das Gen fiir
Cosmc teilweise oder vollstindig fehlt.'”!! Ahnlich wie beim
Menschen besteht auch das Gen der Maus aus einem ein-
zelnen Exon auf dem X-Chromosom (Xc3). Tiere, denen das
Gen vollstdndig oder groftenteils fehlte, starben schon als
Embryonen an den Tagen E10.5-E12.5 der Embryonalent-
wicklung. Praktisch jede identifizierbare Zelle dieser Tiere
exprimierte das Tn-Antigen in beachtlichen Mengen. Mause
mit einem partiellen Verlust von Cosmc zeigten, abhéngig
vom Ausmal} des Verlustes und vom Geschlecht, verschie-
dene Phinotypen. Ménnliche Méuse iiberlebten viel seltener
als weibliche, was mit der Lokalisation des Gens fiir Cosmc
auf dem X-Chromosom erklérbar ist. Die Tn- und STn-An-
tigene wurden in vielen Geweben, wie dem Magen und Darm,
der Niere, Leber, Milz, Lunge und Bauchspeicheldriise, ge-
funden, was weiter bestitigt, dass Cosmc fiir die Funktion der
T-Synthase notwendig ist.'?!

Cosmc-Orthologe mit hoher Homologie zu humanem
Cosmc wurden in vielen Wirbeltieren, wie Schimpansen,
Rindern, Méusen, Ratten, Hunden, Vogeln, Froschen und
Zebrafischen, gefunden. Im Unterschied zu Cosmc-Proteinen
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anderer Sdugetiere, die aus 318 AS bestehen, enthélt das
Cosmc der Nager nur 316 AS. Die Aminosiduresequenz ist zu
mehr als 95 % identisch mit der humanen, jedoch fehlen die
beiden Aminosduren in Position 33 und 34. Diese zwei
Aminoséduren befinden sich genau am Anfang der luminalen,
C-terminalen Doméne, die fiir die Funktion von Cosmc ver-
antwortlich ist. Sie scheinen aber die Lokalisierung im ER
nicht zu beeinflussen. Tatsdchlich fordert Mduse-Cosmc die
Aktivitdt von menschlicher und muriner T-Synthase-Aktivi-
tét ebenso gut wie menschliches Cosmc.

Anders als Wirbeltiere haben Wirbellose wie C. elegans
oder Drosophila keine Cosmc-Orthologe, doch wird T-Syn-
thase von Wirbellosen ebenso exprimiert wie von Wirbeltie-
ren. Die T-Synthase der Wirbellosen weist mehrere N-Gly-
cosylierungsstellen auf, jene der Wirbeltiere hingegen nicht.
Es konnte deshalb sein, dass Cosmc in Wirbeltieren dazu da
ist, die nicht-N-glycosylierte T-Synthase zu falten, da diese
durch das Calnexin/Calreticulin-System im ER nicht erkannt
und somit auch nicht gefaltet werden kann. Dagegen konnten
die T-Synthasen der Wirbellosen mit ihren vielféltigen N-
Glycosylierungsstellen auch ohne die Hilfe von Cosmc kor-
rekt gefaltet und zu aktiven Proteinen werden."!

Die Sequenz von humanem Cosmc ist zu ca. 20 % iden-
tisch mit jener der T-Synthase,”®”! was dazu beitrug, dass es
urspriinglich filschlicherweise fiir eine andere T-Synthase
gehalten wurdel'” — ein Irrtum der in der spiteren Literatur
korrigiert wurde.'”! Die Homologien betreffen vor allem die
luminale Doméne und deren sechs Cysteinreste. Dies lésst
darauf schlieBen, dass sich Cosmc entweder aus T-Synthase
entwickelt hat oder dass die beiden Proteine einen gemein-
samen Ursprung haben. Diese These wird indirekt auch durch
die vier Pseudogene der humanen T-Synthase auf den Chro-
mosomen 5, 8, 12 und 15 gestiitzt, die alle, wie Cosmc, Ein-
Exon-Gene sind. Es scheint deshalb, dass sich Cosmc iiber die
Pseudogene aus der T-Synthase entwickelt hat.

3.2. Andere Faktoren, die zur Expression des Tn-Antigens fiihren
kéonnten

Zwei wichtige Mechanismen, die zur Expression des Tn-
Antigens fiihren, beruhen auf genetischen Veridnderungen,
die zu einer verminderten Expression von funktionellem/r
Cosmc und/oder T-Synthase fithren. Es gibt jedoch auch
andere mogliche Faktoren, die die oben beschriebenen O-
Glycosylierungswege beeinflussen und zur Expression des
Tn-Antigens fithren konnten. So kann eine verminderte Ex-
pression der C3GnT, welche die Core-3-Struktur im Gastro-
intestinaltrakt synthetisiert, zur Expression von Tn/STn
fithren. Ein Verlust der C3GnT findet sich im Zusammenhang
mit Dickdarmkrebs.'**%! In Ovarialzellen des Chinesischen
Hamsters (CHO-Zellen), denen der Transporter fiir UDP-
Gal fehlt, der so genannten Lec8-Zelllinie,'?'* fehlen die
Galactosereste auf N- und O-Glycanen,'”) sodass das Tn-
Antigen auftritt. Von Krieger et al. wurde eine CHO-Zell-
linie, genannt 1dID-Zellen, isoliert, der die UDP-Glc/
GlcNAc-4-Epimerase fehlt. Diese Zellen kénnen deshalb
kein UDP-Gal oder UDP-GalNAc herstellen, wenn man
ihnen nicht Gal/GalNAc oder Gal/GalNAc-haltige Glyco-
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proteine von auBen zufiihrt.'*” Wird keine Galactose zur
Verfiigung gestellt, synthetisieren die 1dID-Zellen Glycopro-
teine, denen Galactose fehlt, also N-Glycane mit verkiirzten
Antennen und Tn-Antigen-O-Glycane. Somit sind sowohl der
Nucleotidzucker UDP-Gal als auch der UDP-Gal-Transpor-
ter essenziell fiir die Synthese von normalen O-Glycanen.
Storungen in den Biosynthese- und Transportwegen kénnen
zur abnormen Expression des Tn-Antigens fithren.

Zudem kann STn-Antigen, das in Kolon- und Brusttu-
moren hiufig anzutreffen ist,”*! entstehen, wenn ST6Gal-
NAc-I iiberexprimiert ist. Dieses Enzym wird dann mit der
endogenen T-Synthase um den Akzeptor Tn-Antigen kon-
kurrieren!"™ 1191321331 "sodass das Sialyl-Tn-Antigen entsteht.
Die letzte Moglichkeit ist, dass normale O-Glycane zum Tn-
Antigen abgebaut werden. So kann beispielsweise das T-
Antigen durch Behandlung mit f3-p-Galactosidase aus Rin-
dertestes in Tn-Antigen umgewandelt werden.™ Es ist somit
wichtig, die Wege der Expression in Zellen, die das Tn- und/
oder STn-Antigen bilden, auf biochemischer und genetischer
Ebene genau zu kliren.

3.3. Wirkmechanismus von Cosmc

Cosmc bindet wahrscheinlich im ER an die neu synthe-
tisierte T-Synthase (Abbildung 1) und verhindert deren Ag-
gregation und nachfolgenden Abbau durch den ER-assozi-
ierten Degradationsweg (ERAD) 081341351 Iy Zellen, denen
Cosmc fehlt, wird T-Synthase immer noch hergestellt, ist aber
an ihrem N-Terminus verkiirzt, falsch gefaltet und kann an
Bip (Bindendes Protein — das wichtigste Chaperon im ER,
auch 78-kDa-Glucose-reguliertes Protein, Grp78, genannt)
und moglicherweise auch an andere Chaperone gebunden
sein. Die falsch gefaltete T-Synthase wird anschlieBend ins
Zytosol retrotransloziert, wo sie polyubiquitiniert und danach
durch das Proteasom abgebaut wird. Ohne Cosmc taucht die
T-Synthase in groflen, Disulfid-verkniipften oligomeren
Komplexen auf, die inaktiv und im Lumen des ER gefangen
sind. Der Prozess, in dem die inaktive T-Synthase ausgeson-
dert, vom ER ins Zytoplasma retrotransloziert, ubiquitiniert
und gezielt zerstort wird, ist erst ansatzweise verstanden.
Behandlung von Cosmc-negativen Zellen mit Proteasom-
inhibitor fiithrt zu einer Anhédufung von Aggregaten inaktiver
T-Synthase. Interessanterweise kann diese zusammen mit
Grp78 (einem ER-Chaperon, das hydrophobe Regionen
bindet, die in fehlgefalteten Proteinen zuginglich werden)
immunprézipitiert werden. Doch fiihrt die Bindung der T-
Synthase an ER-Chaperone wie Grp78 nicht zur korrekten
Faltung. Die Gegenwart von funktionstiichtigem Cosmc
bleibt essenziell.

Neuere Studien haben gezeigt, dass rekombinante T-
Synthase, die durch Hitze oder Behandlung mit Guanidini-
um-Hydrochlorid denaturiert wurde, ihre Aktivitit in vitro
wiedererlangen kann, wenn sie mit Cosmc inkubiert wird.
Weder andere Proteinfaktoren noch die Bindung oder Hy-
drolyse von Adenosin-5'-triphosphat (ATP) spielten eine
Rolle fiir diese Renaturierung der T-Synthase.'* Dieser
Befund ist interessant, da Cosmc ATP bindet,® und deutet
darauf hin, dass ATP in vivo eine Rolle fiir die Interaktionen
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Abbildung 1. Die molekularen Grundlagen der Herstellung normaler
O-Glycane und des Tn- und Sialyl-Th-Antigens durch Zellen, denen
wegen eines Funktionsverlustes von Cosmc eine funktionierende T-
Synthase fehlt.® Links: Cosmc wird im ER exprimiert, wo es an neu
gebildete T-Synthase bindet und hilft, diese zu einem aktiven Enzym
zu falten. Die dimere T-Synthase kann dann in den Golgi-Apparat wan-
dern, wo sie ihre Funktion, Galactosereste vom Donor UDP-Gal auf
das Vorstufenglycan aller O-Glycane, das Tn-Antigen, zu Ubertragen,
ausiibt. Normale O-Glycane kénnen sialyliert werden, sodass sialylierte
Core-1-O-Glycane entstehen, oder verlingert werden, um gréRere Core-
1- oder Core-2-O-Glycane zu bilden (siehe Schema 3). Rechts: In Ab-
wesenheit von funktionierendem Cosmc wird die neu synthetisierte T-
Synthase im ER falsch gefaltet, ins Zytoplasma retrotransloziert, ubi-
quitiniert und im 26S-Proteasom abgebaut. Der Mangel an funktionie-
render T-Synthase im Golgi-Apparat fiihrt zur Expression der Tn- und

Sialyl-Tn-Antigene auf Zelloberflichen und sezernierten Glycoprotei-
nen 61,3134

oder Funktionen von Cosmc spielt. Es ist offensichtlich, dass
unser Wissen iiber die biologische Rolle von Cosmc und die
Notwendigkeit eines spezifischen Chaperons fiir die T-Syn-
thase noch sehr liickenhaft ist.

4. Die Funktionen von normalen, auf dem Tn-Anti-
gen aufbauenden O-Glycanen vom Mucintyp

4.1. Die Rolle der O-Glycane fiir die Migration von Leukozyten

Es ist nicht erstaunlich, dass die Expression des Tn-An-
tigens ein Indikator fiir Krankheit ist, ist es doch die Vorstufe
vieler wichtiger, komplexer O-Glycane. Diese bestehen nor-
malerweise aus ausgedehnten, auf Core-1- oder Core-2-O-
Glycanen aufgebauten Strukturen und kommen in zahlrei-
chen Zelloberflichen-Glycoproteinen vor. Zu Glycoprotei-
nen, die Core-1- oder Core-2-O-Glycane enthalten, zdhlen
der ,,low density lipoprotein“(LDL)-Rezeptor,'**¥! Transf-
errinrezeptor,'?> ¥4 Glycophorin A,*'*  Podopla-
nin,1*147 PSGL-1,P%14139 CD34,151 Endoglycan,!™ Zona-
pellucida-Glycoprotein ZP3,[153134 CD43 15571571 €45, [158-161]
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die TRAIL-Rezeptor-Familie,'®? der Neurotrophinrezep-
tor,1%184 die MUC-Familie der Mucine (Membran-gebun-
dene und sezernierte),'®'®! Blutplittchen-Glycoprotein
GPIba!"™  und  Blutplittchen-Integrin ~ GPIIb/ITIa
(aIIbp3).171 Core-1- und/oder Core-2-O-Glycane kommen
auch in vielen sezernierten und Serumglycoproteinen vor,
einschlieBlich humanes Immunglobulin A1 (IgA1)1"7*71 und
D (IgD),' % Erythropoetin,'® '3 von Willebrand-Faktor
(VWF),%  Blutgerinnungsfaktor X,'®  Serum  ApoC-
1,71 humanes Choriongonadotropin (HCG),** 1! In-
terleukin-6 (IL-6),**'* Tamm-Horsfall-Glycoprotein/Uro-
modulin,"*")  Gc-Makrophagen aktivierender Faktor
(GcMAF, eine natiirlich entstehende Form des menschlichen
Vitamin-D3 bindenden Proteins),”™! humanes Urin-Throm-
bomodulin®! und die durch Gallensalze stimulierte Lipase
aus menschlicher Milch.?>?%! Zudem trifft man O-Glycane
in praktisch allen Mucinsekreten von Epithelzellen und auf
allen tierischen Zelloberflichen, inklusive jener der Ery-
throzyten, an. Es ist deshalb verniinftig zu folgern, dass Core-
1-O-Glycane von allen Sdugetierzellen hergestellt werden
konnen und somit auf vielen membrandren und sezernierten
Glycoproteinen anzutreffen sind. Veridnderungen der Ex-
pression der O-Glycane vieler der oben genannten Glyco-
proteine sind mit molekularen Verdnderungen des Glyco-
proteins verbunden, die oft in Verbindung mit Veridnderun-
gen in der zelluldren Signalgebung, dem Metabolismus oder
der Rezeptorfunktion stehen. Deshalb kann das Auftreten
von Tn-Antigen auf Glycoproteinen zu verdnderten Funk-
tionen fithren oder solche widerspiegeln.

Eine der am besten verstandenen Core-2-O-Glycanfunk-
tionen ist die Erkennung von Selectinen und insbesondere die
Bindung von P-Selectin-Glycoprotein-Ligand-1 (PSGL-1) an
P-, L- und E-Selectin.?%207:20210 Hymanes PSGL-1 ist ein
Mucin mit 16 Mucin-Doménen und enthélt das Sialyl-Lewis-
x(SLe*)-Antigen auf Core-2-O-Glycanen."™*?"!l Diese Art
von Glycanen ist auf PSGL-1 nicht hédufig. Nur das eine am
duBersten N-Terminus bildet, zusammen mit drei benach-
barten sulfatierten Tyrosinresten, die Bindungsstelle fiir P-
und L-Selectin,?*?'? wihrend E-Selectin keine Sulfatreste
braucht, um zu binden. Somit werden wohl funktionelle
Bindungsstellen auf dem PSGL-1 von Leukozyten verloren
gehen, wenn Biosynthesewege zu O-Glycanen wegen des
Fehlens von T-Synthase und/oder Cosmc ausfallen. Verlédn-
gerte Core-1-O-Glycane werden zudem durch spezialisierte
Endothelzellen innerhalb der hochendothelialen Venolen
(HEV) exprimiert, und diese enthalten sulfatierte GIcNAc-
Reste innerhalb des Sialyl-Lewis-x-Motivs  (6-Sulfo-
SLe¥).?'324 Ein Verlust der Fucosylierung®! oder der 6-O-
Sulfatreste®*'7 bewirkt, dass die Erkennung durch das L-
Selectin von zirkulierenden Lymphozyten nicht mehr funk-
tioniert und dass somit deren Homing und Rezirkulation
beeintriachtigt werden. Die durch die T-Synthase regulierten
Biosynthesewege zu Core-1 sowie verldngerten Core-1- und
Core-2-O-Glycanen sind entscheidend fiir die Wanderungen
der Leukozyten und allgemein fiir Entziindungsreaktionen.
Es ist deshalb davon auszugehen, dass die Expression des Tn-
Antigens auf Blutzellen biologische Konsequenzen fiir Ent-
ziindung, Blutstillung und die Bildung von Blutgerinnseln
haben wird.
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4.2. O-Glycane in der Biologie der Blutgefiife, der Angiogenese
und der Lymphangiogenese

Dass O-Glycane eine Rolle bei der Gefiaf3bildung, ein-
schlieBlich Angiogenese und Lymphangiogenese, spielen
konnten, wurde erst klar, als man entdeckte, dass beide Pro-
zesse nicht mehr funktionierten, wenn in Méiusen das T-
Synthase-Gen ausgeschaltet worden war und die Tiere somit
das Tn-Antigen exprimierten.*?82 Interessanterweise
bewirkt der Verlust der T-Synthase in Endothel- und hédma-
topoetischen Zellen eine Fehlverbindung zwischen Blut- und
Lymphgefden, was auf eine Rolle der O-Glycane bei der
Entwicklung der lymphatischen Gefifle schlieBen lasst.'*!
Wihrend der Mechanismus des Beitrags der O-Glycane noch
unklar ist, konnte gezeigt werden, dass ein Ausschalten des
Glycoproteins Podoplanin, das Dutzende von O-Glycanen,
jedoch keine N-Glycane enthélt, zum gleichen Phénotyp fiihrt
wie das Ausschalten der T-Synthase. Interessanterweise fiihrt
der teilweise Verlust von T-Synthase in Méusen zu Throm-
bozytopenie und einer Nierenkrankheit, die durch eine ver-
zerrte glomeruldr-tubuldre Architektur und andere renale
Léasionen gekennzeichnet ist und zu einer fortschreitenden
Proteinurie und schlieBlich zum Tod fiihrt.’””) Die genauen
pathologischen Auswirkungen der Tn-Expression auf An-
giogenese und Lymphangiogenese sind nicht bekannt; sie
konnten jedoch auf einem durch die verkiirzten O-Glycane
bedingten Verlust von Glycoproteinfunktionen und auf der
Erkennung des Tn-Antigens durch Immunzellen und anderen
pathologischen Zell-Zell-Interaktionen beruhen, wie in den
Abschnitten 5.2 und 6.2 beschrieben.

4.3. O-Glycane in den Mucinen von Schleimhautgewebe

Ein Merkmal von Schleimhaut-Epithelzellen ist die Pro-
duktion von Mucinen und anderen O-glycosylierten Glyco-
proteinen, deren Expression bei diversen Krebsarten verén-
dert sein kann.!"*"*'*" Mindestens 21 Gene fiir Mucine sind
identifiziert worden (MUC1, 2, 3A, 3B, 4, 5AC, 5B, 6-9, 11-13
und 15-21 — man beachte, dass MUC15 und MUCI18 keine
Tandemwiederholungen aufweisen). Diese sind beziiglich
ihrer Sequenzen nicht verwandt, doch ist ihnen gemeinsam,
dass sie sich wiederholende Motive enthalten, die reich an
Ser/Thr/Pro-Resten sind und groe Mengen O-Glycane
tragen.’”*?2l Mucine koénnen von 377 bis hin zu > 11000
Aminosiurereste in einem einzigen Polypeptid enthalten,?*!
und das grofte Allel des submaxillaren Mucins des Schweins
kodiert fiir ein Protein mit 13288 AS.?*! Diverse Mucine, die
in Korperfliissigkeiten vorkommen, z.B. das Epitop von
CA125,24 wurden auf ihre Eignung als Tumormarker ge-
testet. Die Klonierung des Gens, das fiir CA125 kodiert,
zeigte, dass es das MUC16-Gen ist.’® Diverse Mucine
wurden beziiglich ihrer Expression von Tn- und/oder STn-
Antigen im Zusammenhang mit Krebs untersucht (Abbil-
dung 2). MUC1 wird in groBen Mengen in Brust-, Ovarial-
und anderen Karzinomen exprimiert®*2*® und wurde auch
mit der Expression des Tn- und STn-Antigens in Brust-,
Kolorektal- und hepatozelluldirem Karzinom sowie in ande-
ren Neoplasien in Verbindung gebracht.”**?*! Ahnliche Stu-
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dien zeigten auch die Expression von Tn/STn auf MUC2,
MUC4, MUC6 und anderen Mucinen in diversen Karzino-
men.”?*? Wie in Abschnitt 6.1 diskutiert, arbeitet eine
Reihe von Forschungsgruppen daran, diese Information zu
verwenden, um auf der Basis von Mucinen Glycopeptid-
impfstoffe gegen Tumoren, die solche Epitope exprimieren,
zu entwickeln. Man beachte auch, dass Mucine wie MUC-1
und MUC-2, die in Kolontumoren vorkommen, auch andere
Tumor-assoziierte Kohlenhydratantigene,”?!! wie Sialyl-
LeX?* und Sialyl-Le®,*" aufweisen.

Newman und Uhlenbruck beobachteten 1977, dass die
Fettkiigelchen-Membranproteine aus Kuhmilch Anti-Tn-
Antiserum und HPA banden™ und die T- und Tn-Antigene
enthielten. Dagegen banden menschliche Fettkiigelchen-
Membranproteine nur HPA. Auch das bovine submaxillare
Mucin (BSM) enthilt beachtliche Mengen an Tn- und Sialyl-
Tn-Antigen.”*! Somit sind die bovinen Fettkiigelchen-Mem-

normales Mucin: Tumor-assoziiertes Mucin:
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Abbildung 2. Mucine und die Expression von Tn- und Sialyl-Tn-Antigen.
Typische Mucine enthalten eine groRe Zahl von Ser-, Thr- und Pro-
Resten in ihrem Polypeptidteil und sind reich an GalNAca1-O-Ser/Thr-
Modifikationen. In normalen Mucinen dienen die GalNAca1-O-Ser/Thr
als Vorliufer fiir verschiedene Core-Glycane, wie in Schema 3 gezeigt.
Bei der Transformation von Zellen kann die Modifikation der Gal-
NAca1-O-Ser/Thr beeintrichtigt sein und zu Tumor-assoziierten Muci-
nen fiihren, die die Tumor-assoziierten Kohlenhydratantigene (TACAs)
Tn, Sialyl-Tn, und T enthalten. Ein Mechanismus fur die Expression der
Tn- und Sialyl-Tn-Antigene auf Mucinen ist der Funktionsverlust des
Chaperons Cosmc (vergleiche Abbildung 1), doch kénnten auch
andere Faktoren zur erhéhten Expression dieser TACAs fiihren, wie im
Text diskutiert.
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branglycoproteine und BSM in Sdugetieren seltene Beispiele
von Glycoproteinen, die das Tn-Antigen natiirlicherweise
enthalten, ohne dass eine Krebs- oder andere Krankheit wie
das Tn-Syndrom vorldge.

Der iibliche Weg der O-Glycosylierung von Mucinen ist
die Herstellung von Core-1-O-Glycanen, gefolgt von deren
Verldangerung oder Umwandlung in Core-2-O-Glycane. Tat-
sdchlich findet man das Transkript der T-Synthase in den
meisten Zellen und Geweben."™?!] Eine beachtenswerte
Ausnahme ist die Biosynthese von Core-3-O-Glycanen auf
den Mucinen des Gastrointestinaltraktes, wo das C3GnT-
Transkript spezifisch exprimiert wird. Somit wird jede
Beeintrachtigung der T-Synthase oder der Core-3-
P3GIcNACT zur vermehrten Bildung des Tn/STn-Antigens
auf Mucinen in den verschiedensten Zellen fiihren.

Wihrend wir viel iiber die Funktionen von O-Glycanen
wissen, besonders von Core-1- und Core-2-O-Glycanen auf
membranstdndigen Glycoproteinen, ist nur wenig iiber die
spezifischen physiologischen Funktionen der Glycane auf
MUC-Genprodukten, wie MUC1, MUC2 oder MUCH4, be-
kannt. Einige Forscher haben vorgeschlagen, dass die O-
Glycane auf diesen groen Mucinen bei Krebs eine antiad-
hisive Funktion haben™*?* und somit eine indirekte Rolle
bei der Unterstiitzung der Tumormetastasierung wahrneh-
men, indem sie das Abldsen von Zellen von der extrazellu-
liren Matrix (ECM) fordern. Uberexpression von MUCI
kann mit der Integrin-vermittelten Adhéision an die ECM
interferieren.’®l Alternativ kann die Glycosylierung von
Mucinen wie Epiglycanin (MUC21)?? andere Tumoranti-
gene an der Oberflache von Tumorzellen maskieren, sodass
deren Erkennung durch das Immunsystem behindert und
somit die Tumorproliferation gefordert wird.?®! Der Verlust
von C3GnTin Knockout-Méusen fiihrt zu einer verminderten
Expression von MUC2 und einer erhohten Anfilligkeit fiir
Kolitis und Dickdarmkrebs,'>! was darauf schlieBen lisst,
dass die Glycosylierung der Mucine eine Barriere- und
Schutzfunktion hat. Wir wissen allerdings wenig iiber die
biologischen Rollen einzelner Glycanstrukturen (z.B. Core-1
und Core-3) per se auf diesen grofen Mucinen. Die Gly-
cosylierung von Atemwegsmucinen wie MUCSAC und
MUCSB ist bei Krankheit verindert. Dies konnte, wie bei
Patienten mit zystischer Fibrose, zu vermehrter Adhésion und
Biofilmbildung durch Pathogene fiihren, die Lungenentziin-
dungen hervorrufen (z.B. Pseudomonas aeruginosa).”* Es
sei jedoch noch einmal betont, dass in diesem Fall zwar O-
Glycane durch Pathogene erkannt werden, dies jedoch
keinen Hinweis auf normale, physiologische Funktionen
spezifischer O-Glycanarten in Mucinen liefert.

5. Expression des Tn-Antigens im Zusammenhang
mit menschlichen Krankheiten
5.1. Tn-Syndrom
Das Tn-Syndrom ist eine seltene himatologische Storung,
bei der Subpopulationen von Blutzellen aller Blutzelllinien
das Tn-Antigen tragen. Wie in Abschnitt 1.1 beschrieben,

wurde das Tn-Antigen erstmals bei einem Patienten, der am
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Tn-Syndrom litt, entdeckt.!! Klinisch erscheinen solche Pa-
tienten im Allgemeinen gesund und miissen nicht therapiert
werden.”* Laboruntersuchungen kénnen eine miBige hi-
molytische Andmie und eine verminderte Zahl von Throm-
bozyten und Leukozyten ans Licht bringen.

Dahr et al.'® berichteten 1975, dass die Erythrozyten-
Glycoproteine eines Patienten mit Tn-Syndrom verminderte
Mengen Sialinsdure und Galactose enthielten, was mit der
Freilegung von GalNAc-Resten in a-Bindung zu Hydroxy-
gruppen von Ser/Thr einherging. Die Autoren schlugen vor,
dass dies auf einer mangelhaft funktionierenden Galactosyl-
transferase beruhen konnte. Da Blutzellen aller Linien be-
troffen waren, jedoch auch viele normale Zellen vorhanden
waren, schien es wahrscheinlich, dass die Storung auf einer
somatischen Mutation auf Stufe der pluripotenten Stamm-
zellen beruhte. Interessanterweise hat Bird 1974 vorgeschla-
gen, dass das Tn-Antigen in Patienten mit Tn-Syndrom
spontan aufgrund einer somatischen Mutation entstehen
konnte.! Sein Vorschlag war die Antwort auf eine Frage
von Springer betreffend Birds Vortrag am Jahrestreffen der
New York Academy of Sciences iiber die Spezifitit von
Pflanzenagglutininen fiir Antigene in den Erythrozyten-
membranen.

Nachdem die Struktur des Tn-Antigens als eine verkiirzte
Form des T-Antigens erkannt worden war, schlugen Cartron
et al. vor, dass seine Expression auf einem Defekt der 3-Ga-
lactosyltransferase in den Tn-Antigen-positiven Zellen von
Patienten mit Tn-Syndrom beruhe.?*?® Schon lange vorher
hatte man bemerkt, dass bei Patienten, deren Blutplittchen
zu >80% das Tn-Antigen exprimierten, ein Defekt der
Glycosylierung des Glycoproteins GPIb vorlag, der mit der
Thrombozytopenie, an der diese Patienten litten, korrelier-
te.™”] Tatsichlich wurde spiter gezeigt, dass ein substanzieller
Teil der T-Zellklone eines Patienten mit Tn-Syndrom iiber-
haupt keine T-Synthase-Aktivitit aufwies.”® Es stellte sich
heraus, dass die zugrunde liegenden genetischen Verénde-
rungen somatische Mutationen von Cosmc waren, wie in
Tabelle 1 zusammengefasst. Diese Mutationen verursachen
entweder eine Verschiebung des ORF und/oder ein Stop-
codon oder bewirken, dass das Cosmc-Gen nicht transkribiert
wird, sodass die Chaperonfunktion gédnzlich fehlt oder schwer
beeintridchtigt ist. Die Tatsache, dass die immortalisierten
Leukozyten des Patienten Tn4 (Tabelle 1) kein Transkript
von Cosmc aufwiesen, war moglicherweise durch eine Ver-
anderung in der Promotorregion verursacht. Thurnher

Tabelle 1: Zusammenfassung der somatischen Cosmc-Mutationen, die in Patienten mit Tn-Syndrom

identifiziert wurden.

R. D. Cummings et al.

et al.””"! stellten die Hypothese auf, dass diese Verinderung
eine Hypermethylierung sein konnte und dass dies die Sup-
pression der T-Synthase bei Tn-Syndrom-Patienten erklért.
Es wire interessant, das gesamte fiir Cosmc kodierende Gen
der immortalisierten Leukozyten des Patienten Tn4 zu un-
tersuchen, um zu sehen, ob der Verlust an Transkript auf einer
Mutation oder der Hypermethylierung des Promotors beruht.

Die hdmolytische Andmie und die verminderten Throm-
bozyten- und Leukozytenzahlen, die bei Patienten mit Tn-
Syndrom beobachtet werden, scheinen durch mehrere Fak-
toren bedingt zu sein, die nicht vollstindig verstanden
werden. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass Autoantikorper
gegen das Tn-Antigen gebildet werden. Diese konnten vom
Typ der kalten IgM-Agglutinine sein, wie dies fiir Autoanti-
korper gegen das aus Kohlenhydraten bestehende I-Antigen
auf adulten Erythrozyten gezeigt wurde.?’!]

5.2. Krebs

Terminales, a-gebundenes GalNAc auf humanen Tumor-
zellen wurde erstmals 1969 beschrieben, ausgehend von der
Beobachtung, dass diese Zellen das Tn-Antigen bindende
HPA banden.™ Springer et al. konnten das Tn-Antigen in
ungefihr 90% der Brustkarzinome nachweisen.””! Kumula-
tive Studien zeigten, dass 70-90% der Fille von Krebs des
Dickdarms, der Lunge, der Blase, der Zervix, des Ovars, des
Magens und der Prostata das Tn-Antigen exprimieren.?>2™
Im Unterschied dazu wurde in normalen, erwachsenen Ge-
weben keine oder nur wenig Expression beobachtet. In vielen
Krebsarten, einschlieBlich Zervixkrebs,?’>?’°! Adenokarzi-
nom der Lunge,”” kolorektales Karzinom,*™ Brustkarzi-
nom®! und Magenkarzinom,® korreliert die Expression
des Tn-Antigens mit dem metastatischen Potenzial und einer
schlechten Prognose.

Auch wird in den verschiedensten humanen Tumoren die
Expression von Sialyl-Tn-Antigen beobachtet. Ein wahr-
scheinlicher Mechanismus, der diesem Befund zugrunde liegt,
ist eine erhohte Expression oder Aktivitit der ST6GalNAc-
L1152 Das Enzym ST6GalNAc-II, das in vitro auch Sialyl-
Tn-Antigen bilden kann, ist hingegen in vivo wahrscheinlich
wichtiger fiir die Herstellung von Sia6Core-11% (Schema 1).
Verkiirzte O-Glycane auf den Mucinen von Krebszellen
konnen zudem durch Verdnderungen des Expressionsver-
hiéltnisses von Core-2-f6-GlcNACT und ST3Gal-1 zustande
kommen.?*

Die Mechanismen, die die Tn-
Antigen-Expression mit der Krebs-
progression verkniipfen, werden

erst ansatzweise verstanden. Man

Patienten Tn/STn- Mutationen im Anderungen im Aktivitat Lit.

(Geschlecht) Expression Cosmec-Gen Cosmc-Protein hat herausgefunden, dass Tn-Anti-
— - gen auf von Kolonkarzinomzellen

C.C. (ménnlich) Tn und STn C202T R68%* 2-5% [82] .

CL (minnlich)  TnundSTn  G454A E152K 0 82,208 &cbildetem MUCL vom macro-

(Tn1) phage galactose-type  lectin®

Tn2 (weiblich) Tnund ST T577C S193pP n.u [208] (MGL) gebunden wird (siehe auch

Tn3 (minnlich) Tn und STn G3C M1l n.u® [208] Abschnitt 6.2). Da MGL von un-

Tn4 (minnlich) Tn und STh kein Transkript kein Protein 0 [208] reifen menschlichen dendritischen

(im Gen C428T)

Zellen und insbesondere von tol-

[a] Nicht untersucht. * bezeichnet ein Stopcodon.
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primiert wird, konnte die Bindung von Tn-Antigen immun-
suppressive Wirkungen haben und es dem Tumor ermogli-
chen, sich der Uberwachung durch das Immunsystem (,,im-
munosurveillance®) zu entziehen.”®! Es ist zudem moglich,
dass dhnlich wie beim ,low density lipoprotein“(LDL)-Re-
zeptor,¥713¥ Transferrin-Rezeptor,?¥ P-Selectin-Glycopro-
teinliganden (PSGL-1)*! oder Dystroglycan®® unvollstin-
dige O-Glycosylierung von Rezeptoren auf Krebszellen
deren Expression und/oder biologische Aktivitit beein-
trachtigt. In der Folge konnten die Proliferationskontrolle
und die adhésiven Eigenschaften von Krebszellen verdndert
sein.

Ein molekularer Mechanismus, der der Expression des
Tn-Antigens durch humane Tumorzellen zugrunde liegt, ist
der Verlust von funktionierendem Cosmc.® Das Auftreten
des Tn-Antigens in zwei Proben von humanem Zervixkarzi-
nom, in Kolonkrebs und in Zelllinien, die von Melanomen
abstammen, liess sich entweder auf somatische Mutationen
von Cosmc oder das Fehlen des Cosmc-Transkriptes zuriick-
fithren (Tabelle 2). In Ubereinstimmung mit den Befunden zu
den humanen Tumoren exprimieren Méiuse-Fibrosarkome
das Tn-Antigen wegen der Deletion von 26 AS zwischen
Position 170 und 195 innerhalb der luminalen Doméne von
Cosmc. Die Miuse-Neuroblastom-Zelllinie Neuro-2a*"!
(auch bekannt als C1300)2%-2%%1 ist Tn-Antigen-positiv, da ihr
Cosmc eine G301T-Mutation enthélt, die zu einem vorzeiti-
gen Stopcodon fiihrt. Mit der Entdeckung von somatischen
Cosmc-Mutationen in Krebszellen fand man das erste Bei-
spiel eines einzelnen genetischen Locus, der die Expression
eines tumorspezifischen Kohlenhydratantigens in diversen
Arten von humanen neoplastischen Erkrankungen reguliert.

Bemerkenswerterweise hatten Dahr et al. 1974 geschrie-
ben,'” sie seien versucht zu spekulieren, dass derselbe pa-
thogenetische Mechanismus in Tumoren und im Tn-Syndrom
zur Freilegung des Tn-Antigens fiihrt. VierunddreiBig Jahre
spiater wurde nun nachgewiesen, dass diese Spekulation
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richtig war und dass ein gemeinsamer pathogener Mecha-
nismus Mutationen in Cosmc sind, die dessen Funktion be-
eintrichtigen (Tabellen 1 und 2). Selbstverstandlich gibt es,
wie oben beschrieben, auch alternative Wege fiir die Bildung
von Tn-Antigen, und somit muss jede Tumorart sorgfiltig
analysiert werden, um zu bestimmen, welcher Bildungsweg
betroffen ist.

5.3. IgA-Nephropathie

IgA-Nephropathie (IgAN) ist die hiufigste primire Glo-
merulonephritis®’ und fiihrt bei 20-40% der Patienten in-
nerhalb von 20—25 Jahren zu terminalem Nierenversagen.[*”"!
IgAN findet sich am héufigsten bei Chinesen und Japanern,
relativ selten hingegen bei Personen afrikanischer Herkunft.
Dies lésst darauf schlieBen, dass genetische Faktoren fiir die
Pathogenese eine Rolle spielen.” Bis heute wurde jedoch
noch kein verursachendes Gen identifiziert,”>?*! und es
scheint, dass zusitzliche physiologische und Umweltfaktoren
dazu beitragen miissen, dass die Krankheit sich klinisch ma-
nifestiert. Die einzige Methode zur eindeutigen Diagnose von
IgAN beruht auf Nierenbiopsien.””! Charakteristisch sind
Ablagerungen von polymerem IgA, vor allem der IgAl-
Subklasse, im Mesangium. Diese Ablagerungen losen glo-
meruldre Entziindungsreaktionen aus, die zur progressiven
Schéadigung der Nieren fiihren.

Das IgA1, das man aus den Nieren von IgAN-Patienten
isolieren kann, enthélt typischerweise Galactose-freie O-
Glycane in seiner Scharnierregion (Abbildung3). Die
Scharnierregion von IgA1l enthilt viele Proline, Serine und
Threonine. Von den neun Ser/Thr-Resten, die fiir die O-
Glycosylierung verfiigbar wiren, tragen ungeféhr fiinf O-ge-
bundene Glycanketten.'” In normalem IgA1 bestehen die
Scharnier-O-Glycane aus dem Core-1-Disaccharid (GalB1-
3GalNAcal-Ser/Thr oder T-Antigen), das eine oder zwei

Tabelle 2: Zusammenfassung der Cosmc-Mutationen, die in humanen Tumorzelllinien sowie Mause-Fibrosarkomen und -Neuroblastomzellen

identifiziert wurden.

humane Krebsproben und Tn-/STn- Mutationen im Cosmec-Gen Anderungen im Aktivitat Lit.
Tumorzelllinien Expression Cosmc-Protein
humaner Zervixkrebs Tnund STn Deletion des funktionellen kein Protein herge- 0 [67]
Allels (LOH) stellt
humane Jurkat (E6.1,12.1,19.2) Tn T-Deletion in Position 473 Verschiebung ORF; 2-5%  [60], nicht publizierte Resultate fuir
N-terminales 168AS- 12.1 und 19.2
Peptid
humane LSC Tnund STn T-Insertion in Position 53 Verschiebung ORF; 0 [61]
N-terminales 28AS-
Peptid
humane LS174T-Clone | Tnund STn  A-Deletion in Position 482 Verschiebung ORF; 5% [61]
N-terminales 170AS-
Peptid
humane LS174T-Clone Il Tnund STn  G553T G185* 5% [61]
humane LOX Tnund STn Deletion des Promotors (kein kein Protein herge- 0 [67]
Transkript) stellt
Maus-Fibrosarkom Tnund STn Deletion C509-A587 Deletion von null 287]
T170L195
Maus-Neuroblastom Tnund STn G301T E101* nuf o [287]

(Neuro2a, C1300)

[a] Nicht untersucht. * bezeichnet ein Stopcodon.
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normales
humanes IgA1

leichte
Kette

schwere
Kette

Scharnier- 0-Glycane von

Region IgA1 in IgAN

0-Glycane [}Ser/Thr

Schliissel ESE”T hr

oGal Ofser/Thr
o GalNAc

# NeuSAc @ OOsenThr

L// .C)?JSen’T hr

\ N-Glycane

Abbildung 3. 1gA1 und die O-Glycosylierung der Scharnierregion. Wih-
rend normales IgA1 an ca. fiinf Stellen der Scharnierregion O-Glycane
vom Core-1-Typ trigt, enthilt IgA1 von Patienten, die an IgA-Nephro-
pathie leiden, O-Glycane mit reduziertem Galactosegehalt, und viele
Glycane sind verkiirzt und tragen Tn- und STn-Antigene.

Sialinsduren trigt.””! Bei IgA-Nephropathie finden sich
unter den O-Glycanen des IgAl Tn- und STn-Antigene,
wahrscheinlich wegen einer auf die B-Zellen beschriankten
Reduktion der T-Synthase-Aktivitit.®!

Ob Cosmc eine Rolle fiir die Pathogenese von IgAN
spielt, ist ungewiss. Studien legten nahe, dass die Menge an
Cosmc- und T-Synthase-Transkript in den B-Zellen von Pa-
tienten mit IgAN reduziert sei.!?"?*! Andere Untersu-
chungen brachten IgAN mit Polymorphismen der fiir Cosmc
und T-Synthase kodierenden Gene in Zusammenhang "
Nochmals ein anderer Bericht kam zum Schluss, dass bei
Patienten mit IgAN keine aktivitdtsmindernden Cosmc-Mu-
tationen vorliegen.?™! Ein zentrales Problem bei der Klirung
der Rolle von Cosmc bei IgAN ist, dass wahrscheinlich nur
ein kleiner Teil der Plasmazellen an der Sekretion des IgAl
beteiligt ist, das zur Entstehung der Krankheit fiihrt. Die
Identifizierung und Isolierung dieser Population von Plas-
mazellen ist duBerst schwierig und doch entscheidend fiir die
Kldrung der Frage nach der Rolle von Cosmc und/oder T-
Synthase bei der Pathogenese der IgAN.

Die abnorme Glycosylierung der IgAl-Scharnierregion
scheint zur Pathogenese der IgAN beizutragen. In Abwe-
senheit von Galactose konnen die terminalen GalNAc der
Scharnierregion durch natiirlich vorkommende IgA1l- oder
IgG-Antikorper erkannt werden, was zur Bildung zirkulie-
render Immunkomplexe fiihrt.”*”! Deshalb kénnte die Nei-
gung eines Individuums, autoimmune Anti-Glycan-Antikor-
per zu bilden, ein Kofaktor fiir den Ausbruch der Krankheit
sein.? Alternativ konnten die falsch glycosylierten Schar-
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nierregionen dazu fithren, dass IgA1-Molekiile leichter ag-
gregieren und somit makromolekulare Komplexe bilden,
ohne dass daran ein immunologischer Mechanismus beteiligt
ware.

Die makromolekularen IgAl-Komplexe koénnen dem
hepatischen Katabolismus moglicherweise entgehen, weil sie
zu grof} sind, um durch die endothelialen Fenestrae zu den
Hepatozyten zu gelangen.’" Stattdessen werden sie zur re-
nalen Zirkulation umgeleitet, wo die endothelialen Fenestrae,
die tiber dem glomeruldren Mesangium liegen, breiter sind.
Die mesangialen Zellen binden hochmolekulares IgA1 mit
hoher Affinitdt durch einen bisher unbekannten Mechanis-
mus.”®! Die Aktivierung von Zellen des Mesangiums durch
die IgA1-Immunkomplexe wird als der auslosende Faktor der
Pathogenese der I[gAN angesehen.

5.4. Andere Stérungen und Krankheiten, bei denen das
Tn-Antigen exprimiert wird

Das Tn-Antigen wird von verschiedenen Parasiten ex-
primiert. Es wurde zuerst in den Schistosomula von Schisto-
stoma mansoni entdeckt. Diese produzieren O-Glycane, die
aus einfachen Monosacchariden — besonders O-GIcNAc, aber
auch O-GalNAc — bestehen.”™ Der Bandwurm (Zestode)
Echinococcus granulosus exprimiert das Tn-Antigen im
Larven- und Erwachsenenstadium. Die hochsten Mengen Tn-
Antigen finden sich in den Sekreten des erwachsenen
Wurms.®®! Echinococcus granulosus verursacht Krankheiten
des Viehs und des Menschen. Humane zystische Echino-
kokkose ist eine chronische Krankheit und kann zum Tod
fithren. Das Tn-Antigen kann in Serumproben betroffener
Patienten nachgewiesen werden. Die Rolle des Tn-Antigens
im Parasitismus von Echinococcus granulosus ist nicht be-
kannt. Jedoch stellen die Antigene in den Sekreten des
Wurms die wichtigste immunologische Herausforderung fiir
den Wirt dar und sind deshalb wahrscheinlich entscheidend
dafiir, ob ein erfolgreicher Parasitismus etabliert werden kann
oder nicht.

Cryptosporidium parvum ist eine durch Wasser iiber-
tragbare Kokzidie, die bei Mensch und Tier Durchfaller-
krankungen auslost. In immunkompetenten Wirten verlduft
die Infektion asymptomatisch und/oder selbstbeschrinkend.
In Patienten mit geschwéchtem Immunsystem hingegen kann
eine Infektion schwer, chronisch oder gar todlich verlaufen.
Die Infektion mit Cryptosporidium erfolgt, wenn Oozysten
mit Essen oder kontaminiertem Wasser eingenommen
werden. Die Oozysten setzen Sporozoiten frei, die sich spe-
zifisch an die Epithelzellen des Diinndarms anheften und
diese infizieren konnen. Die Infektion ist abhéngig von
Mucin-dhnlichen Glycoproteinen, dem gp15/40 und gp900,
die von den Sporozoiten exprimiert oder sezerniert werden.
Es wurde gezeigt, dass diese Glycoproteine grofle Mengen O-
gebundener a-GalNAc-Epitope tragen.’® Es schien zudem,
dass diese fiir die Infektion entscheidend sind, denn die In-
fektivitdt der Sporozoiten konnte durch GalNAc-spezifische
Lectine blockiert werden. Cryptosporidium exprimiert auch
ein multivalentes, Gal/GalNAc-bindendes Lectin, genannt
p30.5 P30 assoziiert durch Protein-Kohlenhydrat-Wechsel-
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wirkungen mit gp40 und gp900. Da p30, gp900 und gp40 fiir
das Anheften von Sporozoiten an intestinale Epithelzellen
wichtig zu sein scheinen, bilden diese Proteine wahrscheinlich
einen adhidsiven Komplex. Da zudem p30 ein multivalentes
Gal/GalNAc-spezifisches Lectin ist, konnte es multiple
Wechselwirkungen mit Kohlenhydraten des Parasiten und des
Wirtes eingehen und so beim Invasionsprozess eine Briicke
zwischen Parasiten- und Wirtszellen bilden.

Besonders interessant ist die Beobachtung, dass Anti-Tn-
Antikorper die Infektion von Lymphozyten durch HIV-1
blockieren kénnen®***! und dass gp120 und gp160 beide das
Tn-Antigen tragen. Tatsdchlich enthalten diverse virale
Hiillen-Glycoproteine nicht nur N-Glycane, sondern auch O-
Glycane. Einige Beispiele von Viren und viralen Glycopro-
teinen, die O-Glycane enthalten, sind Herpes-simplex-Virus
Typ 1,732l das HA-Protein des Vaccinia-Virus,*"”) GP1 des
respiratorischen Synzytialvirus,*'¥l Miuse-Hepatitisvirus,*!!
gp70 des Maus-Leukimievirus,”' E1 des Coronavirust>37]
und gp160/120 von HIV.B%39318 Beziiolich des HIV wurde
vorgeschlagen, dass die Infektion der T-Zellen dazu fiihrt,
dass das Tn-Antigen exprimiert wird,?® doch ist unklar, nach
welchem Mechanismus dies geschehen konnte und ob es sich
um ein generelles Phdnomen handelt. Die Sache wird auch
dadurch kompliziert, dass Tn-Antigen in den Glycoproteinen
der haufig verwendeten T-Zelllinie Jurkat vorkommt,'**1%l da
diese nicht in der Lage ist, funktionierende T-Synthase her-
zustellen.”! Die Expression des Tn-Antigens durch Jurkat-
zellen wurde als Target verwendet, um den Gentransfer durch
Tn-vermittelte Endozytose von Antikdrper-gebundener
DNA zu verbessern.®™ Interessant ist auch die neuere Be-
obachtung, dass die Infektion von Frettchen mit dem Influ-
enzavirus HIN1 zu einer erhohten Expression des Sialyl-Tn-
Antigens fiihrt."]

6. Tn-Antigen als Target zur Behandlung von
Krankheiten

6.1. Entwicklung von Tn-Antigen-basierten Impfstoffen

Die Entdeckung von Tn-Antigen auf den Zelloberflichen
von Neoplasien hat intensive Arbeiten zur Entwicklung von
Tumorimpfstoffen auf Tn-Antigen-Basis angeregt. Friihe
Experimente sind die von Springer et al., die als Antigene
Erythrozyten-Glycoproteine verwendeten, die sie aus iiber-
alterten Blutkonserven isoliert und mit Enzymen behandelt
hatten, um das Tn-Antigen freizulegen.”®! Die Forschungs-
gruppe fiihrte mit diesem Reagens Haut-Hypersensitivitéts-
tests durch und behauptete, so diverse Krebserkrankungen —
Jahre bevor sie in Biopsien oder Rontgenbildern erkennbar
wurden — diagnostizieren zu konnen.F**?! Zudem verwen-
deten Springer et al. ihre Zubereitung zur Langzeitimpfung
gegen Karzinome und berichteten von groB3en Erfolgen bei
der Behandlung von Brustkrebs. Von 16 behandelten Pati-
entinnen iiberlebten alle mehr als fiinf Jahre und 10 von ihnen
mehr als zehn Jahre. Indem die Forscher diese Zahlen mit den
NCI-1990-Standard-PDQ-Daten verglichen, kamen sie zum
Schluss, dass die Wahrscheinlichkeit, dass ihre Resultate fiir
das Fiinfjahres-Uberleben auf Zufall beruhten, duBerst gering
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seien (p < 107%).5% Zwar war diese Arbeit aus heutiger Sicht
eine Pionierleistung, jedoch ist es wegen der rétselhaften
Qualitdt der Erythrozyten-Glycoprotein-Zubereitung, der
nichtvalidierten Diagnosemethoden und des Fehlens sinn-
voller Kontrollen unmdéglich, die Validitdt der Daten zu be-
urteilen.

Es wird noch immer versucht, Impfstoffe auf der Basis
von Tn-Antigen herzustellen, und die Resultate sind ermuti-
gend. Anders als bei Springer et al. zielen jiingere Versuche
auf wohldefinierte und reine Tn-Antigen-Zubereitungen ab.
Diese konnen nicht in ausreichenden Mengen aus natiirlichen
Quellen isoliert werden und werden deshalb mit enzymati-
schen und/oder chemischen Methoden hergestellt.*?23%!

Damit Antikorper gegen ein Kohlenhydratantigen gebil-
det werden, miissen T-Helfer-Lymphozyten aktiviert werden
und mit B-Lymphozyten kooperieren. Allerdings aktivieren
Kohlenhydrate alleine die T-Helfer-Lymphozyten im Allge-
meinen nicht und sind nur beschrinkt immunogen.” Des-
halb kuppelt man sie zur Herstellung von Impfstoffen nor-
malerweise an ein Trigerprotein, das die Erkennung durch
das Immunsystem verbessert und Epitope liefert, die T-
Helfer-Lymphozyten aktivieren konnen.*?!! Wird ein solches
Glycoprotein durch Antigen préisentierende Zellen prozes-
siert und présentiert, wird eine starke T-Zell-vermittelte Im-
munantwort aufgebaut, die zur Freisetzung von Zytokinen
fithrt, die wiederum die Bildung spezifischer Antikorper for-
dern. Die Antikorper sind dann nicht nur gegen das Protein
gerichtet, sondern auch gegen die weniger immunogenen
Kohlenhydratantigene und konnen vom IgG- oder auch
einem anderen Isotypen sein. Die Unterschiede in den Im-
munogenitdten verschiedener Présentationsarten des Tn-
Antigens auf dem Protein Keyhole-Limpet-Hdmocyanin
(KLH) deuteten darauf hin, dass die entscheidende immu-
nogene Struktur, in der Tn-Antigen erkannt wird, eine
Gruppe von drei bis vier nacheinander aufgereihten Mono-
sacchariden ist.F*

Andere Glycopeptid-Impfstoffe, die Gruppen von Tn-
Antigenen tragen, wurden hergestellt, indem GalNAc auf
chemischem oder enzymatischem Weg an Ser/Thr-Reste von
MUCI-Peptidfragmenten gebunden wurde.P>**! Da das
MUCI1-Glycoprotein in den meisten epithelialen Krebsarten
vermehrt gebildet und abnorm glycosyliert wird (siche auch
Abschnitte 4.3 und 5.2), wird dieser Ansatz als besonders
vielversprechend angesehen. Es konnte gezeigt werden, dass
MUCI-Glycopeptide (bestehend aus drei Tandemwiederho-
lungen, die neun Tn-Antigene tragen) durch Bindung der Tn-
Antigene durch den MGL-Rezeptor spezifisch in dendriti-
sche Zellen aufgenommen wurden.””! Die Glycopeptide
traten dann in die HLA-1 und HLA-2-Kompartimente iiber,
die mit der Induktion von Tnl-Immunitit zusammenhéngen.

Die Immunantwort kann weiter verstiarkt werden, indem
zusitzlich zur Prisentation von mehreren, nahe beieinan-
derstehenden Tn-Antigenen auf einem Tragerpeptid als dritte
Komponente ein immunologisches Adjuvans, z.B. das Sapo-
nin QS21, verabreicht wird.*?=?) Diverse Drei-Komponen-
ten-Impfstoffe gegen Krebs sind in klinischen Studien getes-
tet worden. Sie erschienen sicher, riefen keine Zeichen von
Autoimmunitét hervor und evozierten in allen Patienten eine
Immunantwort gegen das Tn-Antigen.™ Bei 33% von 15
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Prostatakrebspatienten, die den Drei-Komponenten-Impf-
stoff Tn-KLH mit QS21 erhalten hatten, war dies mit einem
verminderten Ansteigen des Tumormarkers Prostata-spezifi-
sches Antigen (PSA) verbunden.”®! Ob solch verminderte
PSA-Anstiege auch mit einer verlangsamten Progression des
Prostatakrebses und einer Verldngerung des Lebens der Pa-
tienten einhergehen, muss noch geklirt werden.

Die klinische Wirksamkeit eines Tn-Antigen-Impfstoffes
héngt entscheidend von der Gegenwart des Tn-Antigens an
der Oberfliche der Krebszellen ab, denn nur so konnen die
gebildeten Antikorper binden und die Abtotung der Krebs-
zellen auslosen. Die Resultate zur Expression des Tn-Anti-
gens auf Tumoren der Prostata sind jedoch widerspriichlich.
Li et al. kombinierten die Resultate von immunhistochemi-
schen Studien mit vier verschiedenen Antikérpern, deren
Kohlenhydratspezifititen durch Kohlenhydrat-Mikroarray-
Analysen bestimmt worden waren. Sie fanden, dass von
77 Prostatatumoren nur 4-26% das Tn-Antigen exprimier-
ten.*! Eine Vorauswahl der Patienten mit Tn-positiven Tu-
moren konnte demnach die Erfolgsrate von Tn-Antigen-
Impfstoffen deutlich erhohen.

6.2. Entfernung von Zellen, die das Tn-Antigen exprimieren

Das Tn-Antigen kommt beim gesunden Menschen nicht
vor, sodass es nicht erstaunlich ist, dass es vom Immunsystem
als fremd erkannt wird. Vom MGL-Rezeptor, der auf mye-
loiden Antigen présentierenden Zellen exprimiert wird, weif3
man, dass er spezifisch terminale o- und f-gebundene
GalNAc-Reste erkennt.’* MGL-positive Antigen prisen-
tierende Zellen findet man im Diinndarm und den Lymph-
knoten.® MGL ist ein endozytotischer Rezeptor und wird
zusammen mit dem gebundenen Liganden endozytosiert. Der
Ligand wird dann entlang des endosomal-lysosomalen Weges
transportiert und auf Haupthistokompatibilitdts-Komplex-
Molekiilen der Klasse IT (major histocompatibility complex
class II, MHC IT) prisentiert. MGL kann die durch Toll-
dhnliche Rezeptoren ausgelosten Signalkaskaden regulieren
und somit das Resultat einer Immunantwort beeinflussen. In
Abhingigkeit davon, ob die dendritischen Zellen weiter ak-
tiviert werden, kann die Bindung von Tn-Antigen entweder
zu einer Immunantwort und dem Abtoten von Tn-Antigen-
positiven Zellen oder aber zu Immuntoleranz und der Hem-
mung von Immunantworten fithren.[>3% Zu kliren, wie das
Gleichgewicht zwischen Immunantwort gegen und Immun-
toleranz fiir das Tn-Antigen reguliert wird, ist nicht nur ent-
scheidend fiir das Verstidndnis der Pathogenese von Tn-Syn-
drom, IgAN und der Entwicklung Tn-Antigen-positiver Tu-
moren, es wire auch hilfreich, um wirksame, auf dem Tn-
Antigen basierende Tumorimpfstoffe zu entwerfen.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Das Tn-Antigen, obwohl so klein und einfach in seiner
Struktur, hat seit seiner Entdeckung vor mehr als 50 Jahren
gewaltiges Interesse geweckt. Die Biologie oder Pathophy-

siologie des Tn-Antigens ist offensichtlich komplex. Die ab-
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norme Expression des Tn-Antigens bei Krankheit und die
Expression des Tn-Antigens durch humane Pathogene lassen
darauf schlie3en, dass es ein zentrales Target der Regulation
und der Immunitit ist. Die Entdeckung, dass die Tn-Antigen-
Expression bei menschlichen und tierischen Krankheiten auf
einer Funktionsbeeintrachtigung des molekularen Chaperons
Cosmc, das die Faltung der T-Synthase reguliert, beruhen
kann, hat eine neue Forschungsrichtung hervorgebracht.
Diese zielt darauf ab, die genetische und moglicherweise
epigenetische Regulation der Protein-O-Glycosylierung auf-
zuklédren. Viel ist noch zu tun, um die Faktoren, die zur pa-
thologischen Expression des Tn-Antigens beitragen und die
komplexen biosynthetischen Kontrollen, die seine Expression
in normalen Zellen verhindern, zu verstehen. Neue Strategien
zur Entwicklung von Impfstoffen, die an Peptide gekuppeltes
Tn/STn-Antigen enthalten, sind vielversprechend und konn-
ten zu wirksamen Therapien gegen Tumoren, die diese An-
tigene exprimieren, fithren. Auch molekulare Strategien zur
Wiederherstellung einer normalen O-Glycosylierung konn-
ten sich als fruchtbar erweisen, jetzt wo die spezifischen mo-
lekularen Targets identifiziert sind. Allerdings wissen wir
iiber die normalen Funktionen der O-Glycane, die sich vom
Tn-Antigen ableiten, erst sehr wenig. Ein solches Wissen
konnte jedoch auch dazu beitragen, die pathologischen
Folgen der Tn-Expression zu definieren. Es ist zu hoffen, dass
die Kombination von Methoden der Synthesechemie, Im-
munologie, Zellbiologie, Biochemie sowie humanen und tie-
rischen Genetik zu Durchbriichen im Versténdnis der Struk-
turen und Funktionen von O-Glycanen und der Rollen des
Tn/STn-Antigens bei Krankheiten fiihren wird.

Wir danken Dr. Jamie Heimburg-Molinaro und Sandra
Cummings fiir ihre hilfreiche Kritik und Anregungen bei der
Verfassung des Manuskripts. Diese Arbeit wurde durch den
NIH ROI-Forschungskredit (ROIGM068559) an R.D.C. und
durch den NIH ROI-Forschungskredit (RO1K80876) an T.J.
unterstiitzt.
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