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1. Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom stellt die vierthdufigste Krebs-assoziierte Letalitdtsursache in
Deutschland dar, mit einer 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate von 9%. Maéanner und Frauen sind
nahezu gleichhédufig betroffen mit 6,6 % bei Mannern und 8,1 % bei Frauen. Im Laufe der Zeit,
hat sich keine wesentliche Besserung in der Prognose des Pankreaskarzinoms gezeigt (Kaatsch
P. et al., 2015; Siegel et al., 2012). In iiber 80% der Félle handelt es sich um ein duktales
Adenokarzinom (PDAC) des Pankreas (Morohoshi et al., 1983; Warshaw et al., 1992; Ghaneh et
al., 2008). Dieses tritt vorwiegend im Pankreaskopf (65%), seltener im Korpus (15%), Schwanz
(10 %) oder multifokal (10 %) auf (Ghaneh et al., 2008). Unabhingig von der Lokalisation wird
das Pankreaskarzinoms haufig erst im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert. Eine
Lokalisation im Pankreaskopf fithrt im Vergleich zu anderen Lokalisation zu einer fritheren
Entstehung klinischer Symptome wie Schmerzen, Gelbsucht, oder obstruktive Pankreatitis und

geht damit mit einer besseren Prognose einher (Ghaneh et al., 2008).

Als Risikofaktoren fiir das PDAC konnten Nikotinabusus (Fuchs et al., 1996, Coughlin
et al., 2000, Becker et al., 2014), chronische Pankreatitiden, Fettleibigkeit, Diabetes (Becker et
al., 2014) und Alkoholkonsum (Becker et al., 2014) identifiziert werden. Auch genetische
Verdnderungen sowie BRCA2-, PALB2- oder pl6-Mutationen werden mit dem

Pankreaskarzinom assoziiert (Becker et al., 2014).

Unter den nicht-invasiven  Untersuchungsmethoden ist  heutzutage die
kontrastmittelunterstiitzte Computertomographie (CT) die Methode der Wahl (Nishiharu et al.,
1999; Catalano et al., 2003; Minniti et al., 2003; Li et al., 2004; Ghaneh et al., 2008).
Entscheidend hierfiir ist sowohl seine Effektivitit in der Erkennung des Pankreaskarzinoms

(Catalano et al., 2003; Minniti et al., 2003), als auch die Entscheidungshilfe beziiglich der
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moglichen Resektabilitdt des Tumors (Nishiharu et al., 1999; Catalano et al., 2003; Minniti et al.,
2003; Phoa et al., 2005; Dewitt et al., 2006). Im Vergleich bietet die endoskopische retrograde
Cholangiopankreatographie (ERCP) weniger Diagnostikmoglichkeiten (Nishiharu et al., 1999;
Catalano et al., 2003; Minniti et al., 2003; Li et al., 2004; Ghaneh et al., 2008) und hat ihren
Stellenwert heutzutage tiberwiegend in der Gewebegewinnung und Stent-Insertion (Ghaneh et
al.,, 2008). Kleine und unzugingliche Tumore konnen im Rahmen dessen mit dem
endoskopischen Ultraschall (EUS) diagnostiziert werden. Falls notwendig, kann der EUS die
CT-Kontrastmitteluntersuchung komplementieren (Di Stasi et al., 1998; Gress et al., 2001,
Agarwal et al., 2004; Dewitt et al., 2006). Der Tumormarker, das Carbohydrate-Antigen (CA)
19-9, hat eine Sensitivitit von 79 % und ermdglicht eine Spezifitit von 82 % bei Patienten mit
einem PDAC (Warshaw et al., 1992; Goonetilleke et al., 2007; Ghaneh et al., 2008; Goh et al.,

2017).

Ein Problem, das im Zusammenhang mit dem PDAC-Screening keine ausreichende
Resonanz gefunden hat, ist die Assoziation zwischen PDAC und dem Auftreten von Diabetes
mellitus. Diese Verbindung wurde vor allem in Studien aus den USA untersucht, in denen
Forscher die Haufigkeit von Diabetes mellitus speziell in friihem PDAC untersucht haben. Laut
ihren Beobachtungen koénnen Patienten mit PDAC friihzeitiger identifiziert werden, wenn jeder
Patient mit einem neu diagnostizierten Diabetes Mellitus auch auf PDAC untersucht wird
(Demir et al., 2015). Eine gute Prognose hiangt von der Fritherkennung und der vollstandigen
Entfernung des Tumors ab (Wagner et al., 2004; Riediger et al., 2006). Eine vollstandige
Resektion des Tumors ist die einzige Behandlungsmethode, die eine Aussicht auf Heilung
verspricht (Shore et al. 2003). Fiir eine vollstindige Entfernung ist es wichtig, dass die Arteria
mesenterica superior sowie der Plexus coeliacus intakt bleiben und keine Fernmetastasen
vorhanden sind (Alexakis et al., 2004; Li et al., 2004; Ghaneh et al., 2008; Loos et al., 2008).

Auch wenn die Arteria mesenterica superior nicht intakt bleibt, ist der Eingriff moglich



(Alexakis et al., 2004; Tseng et al., 2004; Loos et al., 2008), allerdings mit einer hoheren

Morbiditit und Mortalitit assoziiert (Mollberg et al., 2011).

Das am héaufigste verwendete operative Verfahren beim PDAC ist die partielle
Pankreatikoduodenektomie nach Kausch-Whipple (Lin et al., 1999; Seiler et al., 2000; Tran et
al., 2004; Seiler et al., 2005). Wahrend der Operation muss der Tumor mit einem ausreichenden
Abstand zum gesunden Gewebe entfernt werden, da eine vollstdndige Resektion des Tumors mit
tumorfreien Absdtzungsriandern (RO-Status) einer der wichtigsten Prognosefaktoren darstellt
(Demir et al., 2015). Eine vollstindiger Entfernung des Pankreas oder eine radikale Entfernung
der Lymphknoten bei fortgeschrittenen metastasierten Pankreaskarzinomen verbessert die
Prognose hingegen nicht. Zusitzlich ist eine radikale Operation mit einer erhohten

Morbiditétsrate verbunden (Pedrazzoli et al., 1998; Alexakis et al., 2004; Farnell et al., 2005).

Gegen Chemotherapeutika zeigt das PDAC eine hohe Resistenz (Shore et al., 2003).
Jedoch konnte im Vergleich zu keiner Behandlung, sowohl fiir 5-Fluroracil (5-FU) (Bakkevold
et al.1993) als auch fiir 5-FU-basierte Kombinationsschemata (Neoptolemos et al., 2003) ein
besseres Outcome gezeigt werden. Es kann damit einen palliativen Therapieversuch unterstiitzen
(Mallinson et al., 1980; Palmer et al., 1994). Ein wichtiger Durchbruch war die Erkenntnis, dass
Gemcitabin die wichtigsten Symptome eines PDAC (Gewichtsverlust und Tumor-assoziierte
Schmerzen) miBigen und die Uberlebensrate im Vergleich zu Bolus 5-FU durchaus verbessern
kann (Burris et al., 1997). Im Jahr 2011 konnte gezeigt werden, dass in einer palliativer Situation
eine Chemotherapie nach dem FOLFIRINOX ((FOL)sdure, (F)luoruracil, (IRI)niotecan und
(OX)aliplatin)-Schema im Vergleich zum Gemcitabine-Schema die Uberlebensrate verbessern
kann (Conroy et al, 2011; Ying et al, 2012). Bei inoperablen, fortgeschrittenen
Pankreaskarzinomen wird aktuell FOLFIRINOX oder eine kombinierte Chemotherapie mit

Gemcitabine und nab-Paclitaxel zur Symptomlinderung verwendet.



Ein weiteres wichtiges Behandlungsziel stellt die Verbesserung der Lebensqualitét der
Patienten dar. Die héaufigsten Beschwerden sind Schmerzen, Gewichtsverlust und
Stenosen/Okklusionen der Gallen- und Pankreaswege (bei Tumorlokalisation im Pankreaskopf).
Eine Linderung der Schmerzsymptomatik kann mit Opiate oder einer Blockades des Plexus
coeliacus erreicht werden (Brown et al., 1987; Wong et al., 2004). Zur Linderung der
Verschliisse oder Verengungen der Gallen- und Pankreaswege wird eine ERCP mit Einlage eines
Stents (Prat et al., 1998; Maire et al., 2006; Ghaneh et al., 2008) oder biliodigestive Anastomose
(auch in Kombination mit Gastroenterostomie) empfohlen (Huser et al., 2009; Assfalg et al.,

2011).

1.2 Pankreatische Neuropathie und Schmerzen

Das PDAC zeichnet sich durch prominente intrapankreatische neuropathische
Verdanderungen und damit einhergehenden abdominellen Schmerzen aus. Neuronale
Verdnderungen im PDAC werden typischerweise durch die intra- und extrapankreatische
perineurale Invasion von Tumorzellen verursacht und werden in bis zu 100% der echten duktalen
Adenokarzinome nachgewiesen (Nakao et al., 1996; Hirai et al., 2002; Liu et al., 2002; Ceyhan

et al., 2009).

Neurale Invasion (NI) im Pankreaskarzinom (PDAC)

Zu Beginn des 19. Jahrhunderts wurden die ersten NI von Tumorzellen beschrieben
(Cruveilheir et al., 1835). Die ersten Versuche, eine pathomechanische Erklarung fiir die NI zu
finden, gehen auf das Jahr 1905 zuriick (Ernst, 1905). Hier brachte Ernst die perineurale Invasion
mit dem Wachstum von Chondrosarkomzellen in perineuralen Lymphgefdfen in Verbindung
(Ernst, 1905). In den frithen 1930er Jahren kam als alternative Grundtheorie die ,,Neurotropie*
auf. In diesem Zusammenhang wurde zunichst von Jentzer beschrieben, dass Tumorzellen
Nerven als zusétzlichen Pfad fiir Invasion verwenden. Nach Jentzer kommt es nicht nur zu einem

bloBen Eindringen von Tumorzellen ins Nervengewebe, sondern um eine Verbreitung der
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Tumorzellen entlang der Nerven um entfernte Ziele zu erreichen (Jentzer, 1930). Aus diesem
Grund betonte er, dass dieses Phdnomen nicht ,,Neurophilie®, sondern ,,Neurotropismus®
genannt werden sollte (Jentzer, 1930). Da die nachfolgenden Studien die Anwesenheit von
perineuralen Lymphgeféfen nicht beweisen konnten (Larson et al., 1966), ist die Theorie des
Neurotropismus gegenwiértig die am weitesten verbreitete Erklarung fiir das Auftreten einer NI

bei menschlichen Krebsarten, einschlieSlich PDAC, erhalten geblieben (Demir et al., 2010).

Die Untersuchungen von Dale Bockman haben dazu beigetragen, die Natur der NI
besser verstehen zu konnen. Durch elektronenmikroskopische Untersuchung des Pankreas stellte
er fest, dass Tumorzellen sich keineswegs auf das Perineurium beschrianken, sondern tiefer in das
Endoneurium eindringen und eine enge Beziehung zu endoneuralen Strukturen, einschlieflich
Axonen und Schwann-Zellen, herstellen kénnen (Bockman et al., 1994). Bockman beschrieb
1994 den ,,neuronale Schaden®. Hierbei wird das Perineurium unterbrochen, die Integritit des
Nervs wird verzerrt, und durch das Eindringen von PDAC-Zellen bekommen die Axone ein stark
O0dematoses Aussehen (Bockman et al., 1994). Bockman war es auch, der die Schliisselrolle des
transforming growth factor alpha (TGF-a) in der NI identifizierte. Es zeigte sich, dass
invadierte Nerven eine hohe Immunreaktivitit fir TGF-o aufwiesen. PDAC-Zellen zeigten
wiederum eine hohe Expression des epidermal growth factor receptor (EGFR), einem
natiirlichen Rezeptor fir TGF-a. Folglich konnen die Nerven im PDAC eine Quelle der
Wachstumsfaktoren fiir Tumorzellen sein. Dieses Konzept dominiert weiterhin und ebnete den
Weg fiir weitere Studien (Demir et al., 2010). AuBerdem riickte zunehmenden die Korrelation
zwischen der intrapankreatischen Expression des Nervenwachstumsfaktors (NGF) mit der
Haufigkeit der perineuraler Invasion und dem Grad der Schmerzempfindlichkeit bei PDAC-
Patienten in den Fokus der Forschung (Zhu et al., 1999). In zwei darauffolgenden Studien konnte
ebenfalls der Zusammenhang zwischen einer erhohter intrapankreatischer Expression von NGF
und seinem Rezeptor TrkA mit vermehrten Bauch- oder Riickenschmerzen aufzeigt werden

(Zhang et al., 2005; Dang et al., 2006).
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Wenn man iiber die NI im PDAC spricht, sollte man die anatomischen Eigenarten des
Pankreas im Hinterkopf behalten. Der Pankreas ist ein retroperitoneal gelegenes Organ, das von
mehreren neuralen Strukturen u.a. Plexus umgeben ist (Demir et al., 2010). Eine
extrapankreatische neuronale Plexus-Invasion ist in etwa 80 % der Fille anzutreffen und steht in
Abhingigkeit zur Lokalisation des Tumors: Tumoren des Pankreaskopfes neigen dazu, in
Richtung des Plexus coeliacus und entlang dem Plexus hepaticus zu wachsen (Nakao et al.,
1996; Yi et al., 2003; Makino et al., 2008). Korper- und Schwanztumoren breiten sich ebenfalls
in Richtung des Plexus coeliacus aus, sowie auf den Plexus splenicus (Nakao et al., 1996; Yi et
al., 2003; Makino et al., 2008). Basierend auf diesen Beobachtungen haben die Autoren eine
weitgehend radikale Chirurgie zur Verbesserung der Uberlebenschancen befiirwortet (Kayahara
et al., 1995; Nakao et al. 1996; Yi et al., 2003). Wihrend einige Studien bessere Uberlebensraten
fiir Patienten, die sich einer radikalen Resektion unterzogen, prognostizierten (Kayahara et al.,
1995), ergaben andere Studien keine Verringerung der lokalen Rezidivraten und keine
verbesserte Uberlebenschance als Ergebnis dieses Verfahrens (Nakao et al., 2001; Levy et al.,

2006).

In einer Studie von Kayahara et al. wurden die aufeinanderfolgenden Abschnitte
chirurgisch resezierter PDAC-Proben untersucht, um den Mechanismus und die Art der
Ausbreitung der NI besser verstehen zu konnen. Auf diese Weise konnten fiinf Hauptmuster des
Tumorzellwachstums entlang der Nerven identifiziert werden: eine direkte Invasion der Nerven,
ein kontinuierliches Tumorzellenwachstum im perineuralen Raum, Verzweigung der
wachsenden Tumormasse entlang neuraler Zweige, Bildung eines vordersten Wachstumskegels
von Tumorzellen und eine direkte Invasion zusammenhéngender Lymphknoten (Kayahara et al.,
2007). Hiermit konnte bewiesen werden, dass die NI ein kontinuierliches Wachstum von PDAC-
Zellen entlang der Nerven in Richtung des extrapankreatischen neuralen Plexus aufweisen. Hier
ist allerdings zu beachten, dass die Pravalenz des kontinuierlichen Tumorzellwachstums entlang

der Nerven nicht unbedingt als der einzige Mechanismus fiir die Ausbreitung der NI in ein
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PDAC betrachtet werden sollte (Demir et al., 2010). Interessanterweise konnte in einer Studie
gezeigt werden, dass in fast mehr als 50 % aller untersuchten PDAC-Proben NI auch im

gesunden Pankreasgewebe angetroffen wurde (Takahashi et al., 1992; Takahashi et al., 1997).

Bei einer Untersuchung von insgesamt 546 Patienten mit verschiedenen Tumoren im
Pankreasbereich zeigte sich, dass die Tumorzellen nicht nur ins Perineurium, sondern auch ins
Endoneurium wachsen konnen (Ceyhan et al., 2009). Es wurde der Begriff der Perineural- (PNI)
und Endoneural-Invasion (ENI) eingefiihrt. Die Studie hat weiterhin gezeigt, dass duktale
Adenokarzinome die stirkste NI aufweisen. AuBerdem hatten die Patienten mit einer ENI
stirkere Schmerzen als Patienten mit PNI. Zudem zeigte sich, dass Nerven, die von Tumorzellen
durchdrungen wurden, eine viel geringere Menge an sympathischen und cholinergen
Nervenfasern enthielten (Ceyhan et al., 2009). Demir et al zeigte 2010, dass Gewebeextrakte
eines PDAC und PDAC-Zell-Uberstinde in vivo ein axonales Wachstum, eine erhohte
Neuritendichte und eine perikaryonale Hypertrophie von Neuronen induzieren kénnen (Demir et
al., 2010). Die starke Verbindung zwischen pankreatischen neuroplastischen Veranderungen und
Schmerzen bei Patienten mit PDAC weist auf einen ,,neuropathischen® Mechanismus der

Schmerzen im PDAC hin (Treede et al., 2008).

In der Studie von Marchesi wurde die Bedeutung des neuronaler Chemokins Fraktalkin
(CX3CL1) in der nervalen Invasion im PDAC gezeigt. Dabei kam heraus, dass die neuronale
Immunreaktivitidt fiir den Rezeptor von Fraktalkin (CX3CL1) signifikant hoher ist als bei
perineural invasiven Lésionen von PDAC. Insgesamt wurde bewiesen, dass der CX3CR1-
Rezeptor fiir den PDAC-Neurotropismus eine Rolle spielt und als eigenstdndiger Risikofaktor
fiir ein frithes lokales Rezidiv sein kann (Marchesi et al., 2008). Die Spinalganglien (dorsal root
ganglia/DRG) von Mausen mit Verlust von GDNF sind fiir Tumorzellen nicht attraktiv und die
systemische Blockade des PET-Tyrosinkinase-Rezeptors, der ein Ziel fiir GDNF ist, kann NI

zum Riickenmark und Lahmung bei Méausen verhindern (Gil et al., 2010). Ein anderes GDNF-
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Familienmitglied, namlich Artemin, hat eine dhnliche Wirkung, da es die Invasivitit von PDAC-

Zellen signifikant erh6ht und in PDAC-Gewebe tiberexprimiert wurde (Ceyhan et al., 2006).

Das rdumlichen und zeitlichen Eindringens von Tumorzellen in den Nerv wurde von
Demir et al aufgezeigt (Demir et al., 2010). In diesem Versuch wurden PDAC-Zellen zusammen
mit Ratten-DRG- oder Plexus mesentericus (MP)-Zellen in einem dreidimensionalen (3D)
extrazellularen Matrix (ECM) -basierten Migrationstest kultiviert. Aufgrund einer anfanglichen
physikalischen Trennung, erlaubt das Modell die genaue Darstellung der Reaktion jedes Zelltyps
auf die Co-Kultur-Bedingungen. Weiterhin umfasst das Modell einen vordefinierten
Migrationspfad  fir ~ PDAC-Zellen = (ECM-Briicken), der die  Bildung eines
Signalmolekiilgradienten fiir jeden chemotaktischen Faktor sicherstellt. Dieses Modell
ermoglicht es, die morphologischen Verdnderungen der Tumorzellen und Neuronen sowie die
spezifische Migration von Tumorzellen zu Neuronen zu untersuchen. In selbiger Studie konnten
auch quantitative Verdnderungen in der Expression von Neurotrophinen, in ihren Rezeptoren
und den Mitgliedern der glial cell-derived neurotrophic factor (GDNF)-Familie untersucht
werden. Wihrend die Mehrheit dieser Faktoren keine signifikanten Expressionsdnderungen
zeigte, stieg der Nervenwachstumsfaktor (NGF) wihrend des gesamten Migrationsprozesses
tiber 120 Stunden kontinuierlich an (Ceyhan et al., 2008). Das Experiment bestitigte die
Bedeutung von NGF in der NI und demonstrierte die Anwendbarkeit des 3D-Migration Assays

fiir funktionelle Untersuchungen der NI.
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1.3 Transposon-vermittelte Mutagenese

Transposon-vermittelte Mutagenese bei Méausen hat sich als ein bedeutendes Werkzeug
fir die Onkogen-Forschung herauskristallisiert. Sie ermdoglicht die Identifizierung der
Onkogenen und fithrenden genetischen Verdnderungen, die Tumorgenese fithren (Friedrich et
al., 2017). Jahrzehnte herrschte eine Ungewissheit iiber Gene und Signalwege, die fiir die
Tumorentstehung verantwortlich sind. Dies hat sich mit dem Aufkommen von Array-basierten
Technologien und der Next-Generation-Sequenzierung deutlich verdndert. Trotz dieser
Fortschritte wird deutlich, dass die Medizin weit davon entfernt ist, die Komplexitit molekularer
Prozesse, die die Tumorentstehung vorantreiben, zu verstehen. Ein in vivo Screening der
Onkogene in der Maus hat sich als ein attraktiver Losungsansatz hierfiir herausgestellt. Es basiert
auf einer zufilligen Mutagenese vieler Zellen eines Organismus, einer nachfolgenden klonalen
Expansion und einer neoplastischen Transformation von Zellen, die krebsverursachende
Mutationen in sich tragen. Die Wiederherstellung der Mutationen im daraus resultierenden

Tumor ermdglicht dann die Entdeckung neuer Onkogene (Friedrich et al., 2017).

Vor der Entdeckung der Transposon-vermittelten Mutagenese wurden andere Methoden
wie die chemische- und Strahlungsmutagenese, sowie die retrovirale Insertionsmutagenese
verwendet.  Nachteil ~der chemischen- oder  Strahlungsmutagenese  war  hohe
Hintergrundmutationsrate (Friedrich et al., 2017). Ein chemischer oder strahlenbasierter
Mutageneseansatz ~ besitzt aber auch einige Merkmale, die komplementir zur
Insertionsmutagenese sind. Beispiele sind die Neigung zu spezifischen Mutationen in
Abhingigkeit vom Mutagen, oder die Moglichkeit, Mutationstypen zu induzieren, die nicht
durch Insertionsmutagenese modelliert werden konnen. Retrovirale Ansédtze wurden bisher sehr
erfolgreich als Werkzeug fiir die Onkogen-Entdeckung verwendet (Kool et al. 2009). Die
universelle Anwendbarkeit der retroviralen Insertionsmutagenese wird einerseits dadurch

limitiert, dass Retroviren auf der einen Seite Tropismen fiir hadmatopoetische oder
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Mammagewebe aufweisen. Im Gegensatz dazu kann die Transposonmutagenese in jedem
Mausgewebe aktiviert werden (Friedrich et al., 2017). Auf der anderen Seite ist die Menge an
Genen, die bei Retroviren verwendet werden konnen, aufgrund ihrer bevorzugten Integration
»upstream* von aktiv transkribierten Genen, begrenzt (Mitchell et al., 2004; Derse et al., 2007).
Drittens konnen die in den retroviralen long terminal repeats (LTRS) enthaltenen Enhancer Gene

iiber eine Distanz von mehreren hundert Kilobasen deregulieren (Neil et al., 2002).

Die Mutagenese mit Hilfe von Transposons ermdglicht eine genetische Untersuchung
ohne die oben genannten Beschrinkungen. Transposonen sind genetische Elemente, die ihre
Positionen innerhalb des Genoms verdndern koénnen. Bei wirbellosen Lebewesen werden seit
langem transponierbare Elemente fiir die Insertionsmutagenese verwendet (St. Johnston 2002;
Thibault et al., 2004; Bessereau, 2006). In weiterentwickelten Organismen wurden Transposons
vor Millionen Jahren deaktiviert. 1997 konnte das Tcl/Mariner-Typ Transposon ,,Sleeping
Beauty* (SB) erstmalig aus einem Fisch rekonstruiert werden (lvics et al., 1997). Das
Transposon-System ,,piggyBac* (PB) wurde aus der Aschgraue Hockereule (Trichoplusia ni)
rekonstruiert und konnte spéter in Sdugetieren iibertragen werden (Cary et al., 1989; Ding et al.,
2005; Rad et al., 2010; Rad et al., 2015; Friedrich et al., 2017). PB und SB haben verschiedene
Eigenschaften, Integrations-Priferenzen, Frachtkapazititen und lokale Hopping-Tendenzen
(Ding et al., 2005; Wang et al., 2008; lvics et al., 2009; Liang et al., 2009; Li et al., 2011; Li et
al., 2013). PiggyBac unterscheidet sich von Sleeping Beauty in mehrfacher Hinsicht,
einschlieBlich seiner Fahigkeit, viel grolere DNA-Fragmente zu bewegen, wodurch komplexe
Transgene in das Transposon eingebaut werden konnen. Es hat auch eine schwéchere Tendenz
zum lokalen Hopping, was eine niitzliche Eigenschaft fiir die genomweite Mutagenese darstellt
(Ding et al., 2005; Wang et al., 2008; lvics et al., 2009; Liang et al., 2009; Rad et al., 2015).
Zudem hat es die Fahigkeit zu transponieren ohne Footprint-Mutationen zu erstellen und weist
eine andere Integrationspréferenz auf (Ding et al., 2005; Wang et al., 2008; Ivics et al., 2009;

Liang et al., 2009; Rad et al., 2015).
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Die potenziellen Untersuchungsmoglichkeiten fiir das piggyBac-System sind
umfangreich und beinhalten Entwicklungsprozess, Tumorentwicklung, Metastasen, Screening
fir Wirkungsmechanismen der Medikamenten, NI und vieles mehr. Die Moglichkeit, Tumor-
Subtypen zu induzieren um histologische oder genetische Tumor-Subentititen zu erhalten, bieten

neue Moglichkeiten fiir tiefgehende molekulare Studien (Rad et al., 2015).

In der Natur kodieren DNA-Transposons eine Transposase innerhalb ihrer eigenen
Sequenz, die als Erkennungsstelle fiir die Transposition dient (Friedrich et al., 2017). Durch das
Ersetzen des Transposase-Gens erhdlt man eine Moglichkeit DNA-Transpositionen zu

kontrollieren und in dem Molekularmechanismus zu nutzen (lvics et al., 2009).

In zwei Studien von Roland Rad wurden die Moglichkeiten der Mutagenese des PB-
und des SB-Systems aufgezeigt. In der ersten Studie wurden 63 hdmatopoetische Tumore mit
Hilfe von diesen zwei Transposon-Systemen erforscht (Rad et al., 2010). Hier konnte gezeigt
werden, dass eine Transposon-Mutagenese eine konstitutive, gewebespezifische und zeitlich
kontrollierte somatische Mutagenese induzieren kann. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
PB auch allein verwendet werden kann. In der folgenden Studie wurde PB, sowie der
pankreasspezifische Promotor Pdx1-Cre, ATP-Transposons und Kras-Mutagenese verwendet
um die pankreasspezifische Mutagenese und die Tumorentstehung zu induzieren (Rad et al.,
2015). Beide Studien zeigten somit die Bedeutung der PB-Mutagenese in der Pankreasforschung.
Untersuchungen der Phinotypen der Mause im simultanen Vergleich mit den Transposon-
Insertionsstellen, bieten neue Ansatzmoglichkeiten zur Entdeckungen neuer Gene, die eine Rolle

bei der Untersuchung und Behandlung von Pankreaskarzinomen spielen kénnen.
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2. Das Ziel der vorliegenden Studie

Das Pankreaskarzinom weist ausgesprochen haufig eine nervale Invasion auf, die mit
deutlich verschlechterter Gesamtiiberlebensrate, erhdhter Lokalrezidivrate und neuropathischen
Schmerzen bei PDAC-Patienten assoziiert sind. Einer der Hauptmechanismen fiir die Entstehung
der NI ist die spezifische Affinitit von Tumorzellen zu Neuronen, die mit Hilfe eines
dreidimensionalen Migrationsassays reproduziert werden konnen. Dieses Assay ermdglicht die
quantitative Erfassung der Neuroaffinitit von PDAC-Zellen unter digitaler Time-Lapse-
Mikroskopie. Die Mutationen und die genomischen Verdnderungen, die NI pradisponieren, sind

jedoch bis dato unbekannt.

Das Ziel dieser Arbeit war im Rahmen genetischer Screenings durch Transposon-
vermittelte Mutagenese neue nervale Invasion-assoziierte Genloci im PDAC zu identifizieren

und diese auf ihre funktionelle Relevanz hin zu analysieren.
Folgende Schritte wurden hierbei durchgefiihrt:

1) Isoliert wurde eine genetisch vorcharakterisierte Gruppe von 22 unterschiedlichen
murinen PDAC-Zelllininen. Diese wurde durch eine Kombination von Kras- und die
PiggyBac-Transposon-vermittelte Mutagenese erstellt.

2) AnschlieBend erfolgte die Untersuchung auf Neuroaffinitdit im 3D-Migrationsassay.
Dabei wurden die vermutlich Neuroinvasion-fordernden genetischen Verdnderungen
durch Vergleiche der Neuroaffinitat der Zellen mit der bereits vorliegenden Datenbank
der Transposon-Insertionsstellen identifiziert.

3) Die Expression dieser Gene wurde herunterreguliert.

4) Es erfolgte erneute Testung der Zelllinien auf ihre Neuroaffinitit im 3D-Migrationsassay.

5) Kontrolle der Rolle der identifizierten Genen in NI mittels Vergleich dieser Ergebnisse

mit den initial durchgefiihrten 3D-Migrationsassay aus Schritt 2.
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6) Uberpriifen der Expression von identifizierten Genen durch gRT-PCR und
Immunhistochemie in den bereits vorhandenen Proben eines PDAC-Patientenkollektivs

mit hoher und schwacher NI.
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3. Material und Methoden

3.1. Reagenzien

Folgende Reagenzien, hier in alphabetischer Reihenfolge aufgezahlt, wurden im

Rahmen dieser Arbeit verwendet:

10 % Normal Goat Serum, 50062Z, Life Technologies, Thermo Scientific (Waltham, USA)
2-Mercaptoethanol, M3148, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

2-Propanol, 6752.1, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

6-Aminocapronsdure > 98.5 % (NT), 07260, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Ammonium persulfate, A3678, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Amphotericin B 250 ug/ml, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Ampicillin, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Anti-GALNT?2 antibody produced in rabbit, HPA011222-100UL, Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Anti-Kaninchen-HRP-Antikorper, Dako Deutschland GmbH (Hamburg, Deutschland)
Anti-Rabbit-Antikorper, A1416, Santa Cruz (Dallas, USA)

Anti-ST3GALS6 antibody produced in rabbit, HPA018792-100UL, Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Anti-ST3GALSG antibody produced in rabbit, SAB3500045-100UG, Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Agua destillata, Braun (Melsung, Deutschland)

ATP, R0441, Thermo Scientific (Waltham, USA)

B-27™ Supplement, 17504044, Gibco, Thermo Scientific (Waltham, USA)

Bbs1-HF, R3539L, BiolLabs (Frankfurt am Main, Deutschland)

Chloroform, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
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Collagenase, Type 2, LS004176, Worthington biochemical corporation (Lakewood, USA)
cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, 04693159001, Roche, Sigma Aldrich
(Taufkirchen, Deutschland)

Dimethyl sulfoxide, 276855-100ml, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

DTT, 10 mM, Thermo Scientific (Waltham, USA)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, D8537, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Dulbecco’s Modified Eagle's Medium, D6046, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
ECL-anti-mouse 19G-Antikorper, NA931V, GE Healthcare UK Limited (Little Chalfont, UK)
ECM Gel, E1270, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

EnVision + System-HRP labelled polymer anti-rabbit, K4003, Dako Deutschland GmbH
(Hamburg, Deutschland)

Ethanol, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Fetal Bovine Serum, F2442, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
GAPDH-Antikorper, sc-25778, Santa Cruz (Dallas, USA)

Glycin, 3908.3, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Hank’s BSS (1x), H15-010, PAA (Pasching, Osterreich)

Hiamatoxylin, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

HCI, Klinikum rechts der Isar (Miinchen, Deutschland)

HEPES buffer solution, 83264, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, 00534239, Applied Biosystems by Thermo
Scientific (Waltham, USA)

Immobilon®-P Polyvinylidene difluoride membranes, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Isolate Il Plasmid Mini Kit, BIO-52056, Bioline (London, UK)

KAPA SYBR™ for Light Cycler® 480, KK4610, Roche (Mannheim, Deutschland)
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LB-Agar (Lennox), X965.1, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

LB-Medium (Luria/Miller), X968.1, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Lipofectamine™ LTX Reagent with PLUS"™" Reagent, 15338100, Thermo Scientific (Waltham,
USA)

Liquid DAB + Substrate Chromogen System, K3468, Dako Deutschland GmbH (Hamburg,
Deutschland)

Methanol, 4627.5, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Milchpulver, T145.4, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Minimum Essential Medium Eagle, M7278, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Natriumchlorid (NaCl), Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Natriumchlorid, 3957.2, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Neurobasal” Medium, 21103049, Gibco, Thermo Scientific (Waltham, USA)
Nuclease-Free Water, AM9937, Ambion, Thermo Scientific (Waltham, USA)
NucleoBond® Xtra Combi Rack, REF 740415, Macherey-Nagel GmbH (Diiren, Deutschland)
One Shot" Stbl3™ Chemically Competent E. coli, C7373-03, Invitrogen (Darmstadt,
Deutschland)

Opti-MEM™, 31985062, Gibco, Thermo Scientific (Waltham, USA)

PageRuler” Prestained Protein Ladder, 26616, Thermo Scientific (Waltham, USA)

PBS Dulbecco, 0192F, Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland)

Penicillin — Streptomycin, p0781, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

PhosSTOP™, 000000004906845001, Roche, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Pierce”” BCA Protein Assay Kit, 23225, Thermo Scientific (Dreieich, Deutschland)
Pierce”” ECL Plus Western Blotting Substrate, 32132, Thermo Scientific (Waltham, USA)
Plasmid pPSPDACs9(BB)-2A-Puro, Zhang Lab (Michigan, USA)

Plasmid-Safe”" ATP-Dependent DNase, E3101K, Biozym Scientific GmbH (Oldendorf,

Deutschland)
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Plasmid-Safe” Puffer 10x, Biozym Scientific GmbH (Oldendorf, Deutschland)
Puromycin dihydrochloride from Streptomyces alboniger, P8833, Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

QIAamp® DNA Mini Kit (50), 51304, QIAGEN GmbH (Hilden, Deutschland)
RIPA Buffer, R0278, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

RNeasy® Plus Mini Kit (250), 74136, QIAGEN GmbH (Hilden, Deutschland)
Roticlear®, A538.1, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Rotiphorese® Gel 30, 3029.1, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

RQ1 DNase 10X Reaction Buffer, M610A, Promega Corporation (Madison, USA)
RQ1 DNase Stop Solution, M199A, Promega Corporation (Madison, USA)

RQ1 RNase-Free DNase, M198A, Promega Corporation (Madison, USA)

S.0.C. Medium, 1855308, Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)

SDS, ultra pure, 2326.3, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
3-actin-Antikorper, sc-69879, Santa Cruz (Dallas, USA)

T4 DNA Ligase Reaction Buffer, B0202S, BioLabs (Frankfurt am Main, Deutschland)
T4 Polynucleotide Kinase, M0201S, BioLabs (Frankfurt am Main, Deutschland)
T7 DNA Ligase, M0318S, BioLabs (Frankfurt am Main, Deutschland)

Tango Buffer (10X), Thermo Scientific (Waltham, USA)

TEMED, 2367.3, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Triton X-100, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Trizma® base, T1503, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Trizol Reagent, Ambion, Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)

Trypan blue, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Trypsin-EDTA solution, T3924, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Tween® 20, 9127, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Wasserstoffperoxid 30%, 9681.1, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
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3.2. Primer

Folgende Primer, hier in alphabetischer Reihenfolge aufgezihlt, wurden im Rahmen

dieser Arbeit verwendet:

guideRNA-Primer fiir CRISPR-Cas9 gegen Galnt2: Guide 96
» 5- CACCgCGCCTACTACATGTACTCGG -3'
» 5- AAACCCGAGTACATGTAGTAGGCGC -3'
guideRNA-Primer fiir CRISPR-Cas9 gegen Galnt2: Guide 97
» 5-CACCgTCGCCTACTACATGTACTCG -3'
» 5- AAACCGAGTACATGTAGTAGGCGAC -3'
guideRNA-Primer fiir CRISPR-Cas9 gegen St3Gal6: Guide 70
» 5-CACCGTACTATACTGTATACTGTG -3'
» 5-AAACCACAGTATACAGTATAGTAC -3
guideRNA-Primer fiir CRISPR-Cas9 gegen St3Gal6: Guide 86
» 5- CACCgCTCAGAAGATTGGCGAAAGC -3'
» 5-AAACGCTTTCGCCAATCTTCTGAGC -3'
Primer fiir gRT-PCR gegen /-Aktin:
» Forward 5'- CCGCGAGAAGATGACCCAG-3'
» Reverse 5'- CCAGTGGTACGGCCAGAGG-3'
Primer fiir qRT-PCR gegen Galnt2 (Maus):
» Forward 5- CTGGACACCTTGGGACACTT-3'
> Reverse 5- TGCTTCACCGACTTCTCCTT-3'
Primer fiir gqRT-PCR gegen St3Gal6 (Maus):
» Forward 5'- AAGCCAGCTTTCGCCAAT-3'

> Reverse 5'- AGCTCTGCACAGAAATGGGTA-3'
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e UG Primer:

» Forward 5'- GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC-3'

3.3. Gerite

Folgende Gerite, hier in alphabetischer Reihenfolge aufgelistet, wurden im Rahmen

dieser Arbeit verwendet:

Gerét zum Mischen der Losungen: Yellow line (Leipzig, Deutschland)

Inkubator: Eppendorf New Brunswick Galaxy 170 S (Wesseling-Berzdorf, Deutschland)
Keyence Biorevo BZ-9000 System (Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland)

Mikroskop mit Inkubator und Kammer fiir Time-Lapse-Microscopy: Zeiss AxioVision
(Oberkochen, Deutschland)

Mikroskop: Zeiss PrimoVert (Oberkochen, Deutschland)

Mikrowelle: Siemens (Miinchen, Deutschland)

Nanodrop: Nanodrop 2000, Thermo Scientific (Dreieich, Deutschland)

Pannoramic MIDI Slide Scanner (Budapest, Ungarn)

PCR Maschine: Mastercycler, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland)
pH-Messgerit: Peqlab Biotechnologie GmbH (Erlangen, Deutschland)

Real-Time LightCycler® 480, Roche (Basel, Schweiz)

Sartorius Dismembrator S (Gottingen, Deutschland)

Stromgerit fiir Western-Blot: Peqglab Biotechnologie GmbH (Erlangen, Deutschland)
Vortexer: IKA Works, INC., MS 1 Minishaker (Wimington, USA)

Waage: Kern EW (Balingen, Deutschland)

Waage: Sartorius analytic (Gottingen, Deutschland)

Western-Blot-Gerite: Peqlab Biotechnologie GmbH (Erlangen, Deutschland)
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Zentrifuge: Centrifuge 5415 R, Centrifuge 5424 R und Centrifuge 5810 R, Eppendorf

(Wesseling-Berzdorf, Deutschland)

3.4. Software

Folgende Software, hier in alphabetischer Ordnung aufgelistet, wurde im Rahmen

dieser Arbeit verwendet:

AxioVision SE64 Rel. 4.9
CaseViewer 2.2
Chemotaxis-Tool 1.2.
GraphPad Prism 5

ImageJ 1.4.3.67
LightCycler® 480 SW 1.5
Microsoft Office Excel 2007

Microsoft Office Word 2007

3.5. Miuse, Zelllinien und PiggyBac-Transposon-System

Fir das Projekt wurden Tumorzelllinien von den Pdx1-Cre;Rosa26-*-"%;Kras""
G12DMATP1 Miusen und Spinalganglien von C57BL/6-Miusen verwendet. Die Tumorzellen
wurden in einem Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium mit 1000mg/L Glukose, 10% FCS, 1%
Penicillin/Streptomycin und 1% Amphotericin B kultiviert. Fiir das Splitten wurde das alte
Medium entfernt und die Zellen mit 10ml Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline gewaschen.
Danach wurde dieses entfernt und die Zellen mit 1ml Trypsin-EDTA 5 Minuten bei 37°C in
einer feuchten und einer 5%igen CO, gesittigten Atmosphdre inkubiert. Nach weiteren 5

Minuten wurde Trypsin-EDTA mit 9ml Medium gestoppt. Die Zellen mit dem Medium und

Trypsin-EDTA wurden in einem 50ml-Tube gesammelt. Die Proben wurden 5 Minuten bei
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1500rpm und 4°C zentrifugiert. Das alte Medium mit Trypsin wurde wiederum abgesaugt und

die Zellen mit 10ml frischem Medium resuspendiert.

Zu Beginn wurden zwei Arten von Méusen — ,, Transposon-Mause® und ,, Transposase-
Mause®“ — entwickelt (Rad et al., 2010; Rad et al., 2015). Die Fahigkeit, beide Komponenten
unabhdngig manipulieren zu konnen, schafft Flexibilitit und Vielseitigkeit. Alle Transposons
besallen PB- und SB-invertierte terminale Repeets (ITRs), die die Mobilisierung mit Transposase
ermoglichten. Die zwischen den ITRs eingefiihrten genetischen Elemente wurden so ausgewéhlt,
dass sie sowohl Verlust als auch Gewinnung der Genfunktion abhingig von der Transposon-
Orientierung und ihrer Position initiieren konnten. Der Verlust der Genfunktion konnte durch
Transposon-Insertionen in Exons erreicht werden, was zu Frameshift oder vorzeitiger
Beendigung fiihrte. Da sich intragenische Insertionen in der Regel in Introns befinden — wegen
der groBeren Grofe von Introns im Vergleich zu Exons, wurden Transposons so vorbereitet, dass
sie auch Gen-Trapping-Funktionen hatten. Zu diesem Zweck wurden zwei Spleilakzeptoren und
bidirektionale Polyadenylierungssignale in die Transposons eingefiihrt, wobei die
Genunterbrechung intronischer Positionen unabhéingig von der Orientierung des Transposons
vermittelt wurde. Die ATP-Transposons enthielten zudem Promotor- und Splice-Donor-
Sequenzen (Cytomegalovirus Enhancer und Hiihner-p-Actin-Promotor [CAG]) zwischen den
ITRs, die die Aktivierung der Genexpression bei der Insertion vor einer Gen-
Translationsstartstelle induzieren konnten. Fiir gewebespezifische Aktivierung des Systems
wurden Rosa26""® Knock-in Miuse vorbereitet, die PB-Transposase (Cre-/LoxP-abhingig)
unter der Kontrolle des Rosa26-Promotors konditional exprimiert haben. In diesem Fall wurde
Cre unter Kontrolle des pankreasspezifischen Promoters Pdx1-cre verwendet. Somit standen fiir
das Projekt 22 Mause zur Verfligung. Da die Bauchspeicheldriise ein schwach proliferierendes
Organ ist, reicht die Transposon-Mutagenese allein nicht aus, um eine Tumorgenese zu
induzieren. Die Kras®**®-Mutation beschleunigt jedoch deutlich die Entwicklung des PDAC.

Jede Maus besaB eine Kras®**-Mutation als Grundmutation, die die Tumorgenese im Pankreas
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forderte, sowie verschiedene weitere Mutationen dank PB-Mutagenese. Um den Phénotyp zu
bestimmen, der die spezifische Migration von Tumorzellen zu DRG und somit die NI im hier
angewendeten 3D-Migrationsmodell fordert, wurden aus 22 Méusen Tumorzellen isoliert und
analysiert. Die Tumorzellen stammen aus der Nature genetics 2015 Arbeit (Rad et al., 2010; Rad
et al., 2015) und wurden von den Kollegen der Arbeitsgruppe Univ.-Prof. Dr. Roland Rad

ubernommen.

Die Spinalganglien wurden aus neugeborenen C57BL/6-Mausen zwischen dem ersten und
vierzehnten postnatalen Tag durch Dekapitation und anteriorer Laminektomie aus der
zervikalen/lumbalen Region isoliert. Nach der Isolation wurden die peripheren und zentralen
Projektionen unter dem Mikroskop entfernt. DRG wurden daraufhin in eiskaltem Minimal
Essential Medium (MEM) gesammelt. Dann wurde das Medium entfernt und DRG im Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS) mit Collagenase Typ Il (1 mg/ml) fiir 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Die DRG wurden durch Spritzen mit abnehmendem Durchmesser zerrieben. Die
Suspension wurde bei 93,9 xg fiir 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert und das alte Medium wurde
aspiriert. Zum Schluss wurde DRG direkt im 100ul ECM-Gel resuspendiert, um als attraktives

Element fiir Tumorzellen im 3D-Migration Assay verwendet werden zu konnen.

3.6. Dreidimensionales (3D-) Migration-Assay

Die Neuroaffinitdt von Tumorzellen wurde im 3D-Migration Assay ausgewertet. Der
3D-Migrationsassay mit DRG ist ein spezielles Co-Kultivierungssystem, das die Modellierung
der neuronalen Invasion ermoglicht (Fangmann et al., 2018). Pankreastumorzellen und DRG-
Neuronen werden hierzu gleichzeitig 48 Stunden lang kultiviert und dann fiir 24 Stunden
fotodokumentiert, um Migrationsverhalten, Zellinteraktion und morphologische Verdnderungen

Zu beobachten.
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In einem Versuch wurde jeweils eine Zelllinie getestet. Nach dem Waschen mit
Dulbecco s Phosphate Buffered Saline wurden die Zellen gesplittet und in einer Zahlkammer mit
Trypan blue gezéhlt. AnschlieBend wurde die erforderliche Menge der Zelllosungen nochmals
zentrifugiert, das alte Medium abgesaugt und die Zellen im ECM-Gel resuspendiert. Fiir einen
Tropfen wurden 25ul ECM-Gel und 100.000 Zellen verwendet. In die Mitte einer 35mm-
Petrischale wurde ein ECM-Geltropfen, mit enthaltender PDAC-Zellsuspension pipettiert. Mit
Hilfe eines Millimetermafstabs wurde im Abstand von 1mm zur Rechten des ersten Tropfen ein
ECM-Geltropfen, der die DRG enthielt, angebracht. Um unspezifische zelluldre Interaktionen
ausschliefen zu konnen, wurde ein zusétzlicher zellfreier ECM-Gel-Tropfen in einem Abstand
von 1 mm auf die linke Seite des ECM-Tropfens mit PDAC-Zellen pipettiert. Insgesamt wurden
drei 35 mm-Petrischalen mit der gleichen Zelllinie vorbereitet. Alle drei Petrischalen wurden 10
Minuten bei 37 °C in einer feuchten, 5 % CO, gesittigten Atmosphére inkubiert. Um eine
Migration zu ermdglichen, wurden alle drei ECM-Gel-Tropfen durch 3ul ECM-Gelbriicke
miteinander verbunden. So konnte ein chemoattraktiver Gradient hergestellt werden. Um die
Polymerisation des ECM-Gels zu ermoglichen wurden anschlieBend alle drei Petrischalen
weitere 15 Minuten bei 37 °C in einer feuchten, 5 % CO, gesittigten Atmosphére inkubiert. Zum
Schluss wurde jede Petrischale um ein 2 ml Medium (Neurobasal Medium, ein B-27-
Supplement, 0,5 mM L-Glumatmin, 10% FCS) ergénzt und der Assay 48 Stunden lang bei 37°C
in einer feuchten Atmosphare in 5 % CO; inkubiert. Zur ionischen Stabilisierung wurde zu dem
Assay nach 48 Stunden Inkubationszeit eine 50 ul HEPES-Pufferlgsung (25ul pro ml) gegeben.
Der Assay wurde anschlieBend unter dem Mikroskop mit Inkubator und Kammer fiir Time-
Lapse-Microscopy fiir 24 Stunden gestellt und lang alle 15 Minuten abfotografiert. Jeder

Versuch wurde drei Mal wiederholt.

Die Bilder des Migrationassay wurden mit Hilfe des AxioVision SE64 Rel in das JPG-
Format exportiert und anschlieBend mit dem ImageJ Software (Version 1.4.3.67, NIH, USA)

ausgewertet. Dabei erfolgte die manuelle Auswertung der Strecke der einzelnen Zellen. Pro
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Migration Front wurden 30 Zellen ausgewertet. Da pro Versuch drei Migrationassays
durchgefiihrt wurden, gab es insgesamt Ergebnisse fiir 90 Zellen, jeweils fiir Migration- und
Back-Front. Das Manual-Tracking generierte numerische Daten, die mit Hilfe des Chemotaxis-
Tools (Ibidi, Miinchen, Deutschland) in morphometrische Parameter umgewandelt wurden. Die
Euclidean Distance (um) zeigte den kiirzesten Abstand zwischen der ersten und der letzten
Zellposition an, das Velocity (um/Min) dagegen die Geschwindigkeit der Zellmigration. Der
Forward-Migration-Index (FMI) entspricht dem Verhéltnis der euklidischen Distanz zur
gesamten akkumulierten Migrationsdistanz einer Zelle. Daher zeigt die Erhéhung des FMI eine
gezieltere Migration auf. Die FMI-Werte der 90 Zellen wurden in GraphPad Prism 5 eingetragen

und statistisch ausgewertet.
3.7. CRISPR-Cas9-basierte Herunterregulation Galnt2 und St3Gal6

Die Herunterregulation von Galnt2 und St3Gal6 erfolgte mit Hilfe des CRISPR-Cas9-
Systems. Dabei wurde das Protokoll ,,Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system*
(Ran et al.,, 2013) eingehalten. Die sgRNA wurde in den pSPDACs9(BB)-Vektor zur
Koexpression mit Cas9 kloniert. Das Produkt wurde im destillierten Wasser im Verhéltnis 1:200
verdiinnt. Die SgRNA-Oligos wurden in pSPDACs9(BB) kloniert. Das Produkt der
Ligationsreaktion wurde mit PlasmidSafe-Exonuclease behandelt, um die verbleibende
linearisierte DNA verdauen zu konnen. Fiir jedes Gen (Galnt2 und St3Gal6) wurden zwei
SgRNA verwendet. Hier entstanden zum einen zwei Plasmide fiir Galnt2 (G96 und G97) sowie
zwei Plasmide fiir St3Gal6 (G70 und G86). Im Folgenden wurden die Plasmide in Stbl3 E.coli
kloniert. Die Bakterien wurden im LB-Agar mit 100 pg ml™ Ampicillin iiber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Am Tag nach der Inkubation konnten mehrere Kolonien auf jeder Platte verzeichnet
werden. Zwei dieser Kolonien wurden mit einer sterilen Pipettenspitze aus jeder Platte extrahiert
und iiber Nacht bei 37 °C im sterilen LB-Medium mit 100 pg ml™ Ampicillin inkubiert und

geschiittelt. Am nichsten Tag konnte mit Hilfe von NucleoBond® Xtra Combi Rack die Plasmid-
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DNA gemil} den Anweisungen des Herstellers aus den Kulturen isoliert werden. Die Menge der
DNA-Plasmide konnte mit dem NanoDrop gemessen werden. Weiter erfolgte eine

Sequenzierung bei Eurofins Genomics vom U6-Promotor mit dem U6-Fwd-Primer.

Zudem konnte eine Transfektion der Pankreaskarzinomzellen durchgefiihrt werden. Am
ersten Tag wurden hierzu die Tumorzellen auf 6-Wellplatten gesetzt um ein 70%iges Konfluenz
zu erreichen. Am zweiten Tag wurden dann die Zellen mit Hilfe von Lipofectamine® LTX &
PLUS™ Reagent transfektiert. Es erfolgte die Selektion der transfektierten Zellen mittels
Behandlung mit Puromycin (2 ml frischem Medium und 250 pg Puromycin). Die minimale
Menge von Puromycin, die zu 100 % nicht-transfizierte Zellen nach 48 Stunden abtotet, wurde
zuvor auf 6-Wellplatten mit verschiedenen Konzentrationen von Puromycin getestet. Bei allen
Zelllinien, die fiir die Transfektion verwendet wurden, stellte sich die 250 pg Puromycin im 2 ml
Medium als geringste Menge dar. Die Zellen wurden 48 Stunden lang mit Puromycin bei 37 °C
in einer feuchten, mit 5 % CO, gesittigten Atmosphére inkubiert. Anschliefend lag die
Konfluenz bei den verschiedenen Zelllinien zwischen 20 % und 50 %. Nach dem Medium-
Wechsel konnten die Zellen bei 37 °C in einer feuchten, mit 5 % CO, gesittigten Atmosphére
inkubiert werden, bis die Konfluenz ca. 80-90 % betrug. Nun wurden die Zellen fiir den Western
Blot lysiert, um die Herrunterregulation zu priifen, und fiir das Migrationassay eingefroren.

Die Zellen wurden im Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium mit 20 % Fetal Bovine
Serum und 10 % Dimethyl eingefroren. In einem Einfrierrohrchen befanden sich 1 Million
Zellen in einem Milliliter Medium. Die Rohrchen wurden bei -80 °C eingefroren und nach 48
Stunden bei -150 °C gelagert. Fiir das Auftauen wurden die Rohrchen in fliissigem Stickstoff aus
dem Kiihlschrank ins Labor transportiert, um dort in einer Wanne mit warmem Wasser

aufzutauen und zu kultivieren.
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3.8. Western Blot

Die Galnt2- und St3Gal6-Herrunterregulation wurde durch die Proteinmenge in den
Zellen im Western Blot kontrolliert. Zellen mit einer Konfluenz von ca. 90 % in der 6-Wellplatte
wurden mit 200 ul RIPA-Puffer lysiert. Die Proteinbestimmung wurde mit dem Pierce” BCA
Protein Assay Kit laut dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die Spektralphotometrie
ermoglichte die Bestimmung der Proteinmenge.

Fir das Gel wurde eine Gelkammer zusammengebaut und ein 10 %-Trenngel
vorbereitet. Um 20 ml zu erhalten, konnte 6,7 ml Rotiphorese®-Gel, 5 ml 4x LowerTris-Puffer,
8,1 ml destilliertes Wasser, 10 ul TEMED und 225 pl 10-prozentiges Ammonium persulfate
pipettiert und gemischt werdem. Auffiillung der Gelkammer bis zu ca. 2/3 der Fiillmenge mit der
Losung fiir das Trenngel. Uberschichtung und Aushirtung in der Gelkammer mit 2-Propanol.
Aushidrtung des Gels und Entfernung des 2-Propanol. Vorbereitung des 4-prozentigen
Sammelgels. Fiir das Ergebnis von 20 ml wurden hier 2,7 ml Rotiphorese®-Gel, 5 ml 4x
UpperTris-Puffer, 12,4 ml destilliertes Wasser, 40 ul TEMED und 60 pl 10-prozentiges
Ammonium persulfate pipettiert und gemischt. Diese Losung fiir das Sammelgel fiillte den Rest
der Gelkammer, woraufhin der Kamm eingesetzt wurde. Nach Aushirtung des Sammelgels,
wurde die Kammer in eine Laufpuffer gefiillte Wanne gesetzt. Es erfolgte anschlieBend das
vorsichtige ziehen des Kammes. Die Proben wurden im Wasser so verdiinnt, dass es in 42 ul
Losung 20 pug Protein gab. Zugabe von 8 pl 6xLSB in jede 42 nul-Probe. Die Proben wurden 5
Minuten lang bei 95 °C inkubiert und geschiittelt. Daraufhin konnte die Proben 3 Minuten im Eis
abgekiihlt und mit den Proben das Gel geladen werden. In die erste Geltasche wurden 10 ul
PageRuler™ Prestained Protein Ladder pipettiert. Leere Taschen wurden mit 8 ul 6xLSB und
42 ul Wasser aufgefiillt. Dann wurde der Deckel auf die Wanne gesetzt und der Strom mit 30V,
25mA fiir 120 Minuten gestartet. Nach dieser Zeit konnte das Gel vorsichtig aus der Gelkammer

herausgelost werden und glitt dann im Kathodenpuffer. Fir den Blot wurden Whatman-
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Papierstiicke vorbereitet und in den Puffer gelegt. Die Polyvinylidenedifluoridemembrane
wurden auf GelgroBe zugeschnitten, in 100-prozentiger Ethanol &quilibriert und in den
Anodenpuffer Il gelegt. Vorbereitung der folgenden Blotstapel in einer Blotkammer: 6 Whatman
aus Anodenpuffer I, 3 Whatman aus Anodenpuffer I, Membrane aus Anodenpuffer 11 und Gel
sowie 6 Whatman aus dem Kathodenpuffer. VerschlieBen der Blotkammer und AnschlieBend
des Strom mit 120 V, 60 mA fiir eine Stunde.

Nach dem Blot konnte die Membran vorsichtig in ein 50ml-Falcon-Tub mit 10ml 5-
prozentiger Milch/PBST gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur auf Rollen inkubiert
werden. Nach einer Stunde konnte zu der 10 ml 5-prozentiger Milch/PBST im Roéhrchen der
primédre Antikorper, in der vom Hersteller empfohlenen Menge, zugegeben werden. Inkubation
des Rohrchen bei 4 °C auf einer Rolle iiber Nacht. Gleichzeitig wurden immer zwei gleiche Gele
mit denselben Proben vorbereitet, somit konnten bei diesem Schritt parallel 2 Membranen
untersucht werden: eine Membran wurde entweder mit GALNT2- oder St3Gal6-Antikdrpern und
die zweite mit dem Housekeeping (GAPDH-Antikorper oder B-ACTIN-Antikorper) behandelt.
Nach der Inkubation wurde die Membran 3 Mal mit 5-prozentiger Milch/PBST je 10 Minuten
gewaschen und in das Réhrchen mit der Membran 10 ml frische 5-prozentige Milch/PBST sowie
die sekundéren Antikorper in der vom Hersteller empfohlenen Menge zugegeben. Das Rohrchen
konnte dann eine Stunde lang bei Raumtemperatur auf Rollen inkubiert werden. Hinterher wurde
die Membran wiederum 3 Mal fiir je 10 Minuten mit PBST gewaschen. Waschung der Membran
mit destilliertem Wasser. Die Substrate A und B des Pierce” ECL Plus Western Blotting
Substrate wurden im Verhéltnis 40:1 gemischt und die Membran daraufhin mit dieser Mischung
tiber 5 Minuten hinweg bei Raumtemperatur inkubiert. Legung der Membran in die
Rontgenkassette. Im dunklen Raum wurde dann ein Film auf die Membran in der Kassette
gegeben und fiir etwa eine Minute dort belassen. Nach der Entwicklung wurde der Marker
eingezeichnet, der Film beschrieben, eingescannt und schlie8lich mit dem Programm ImageJ auf

Densitometrie hin ausgewertet.
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3.9. Real-Time LightCycler® Quantitative-Polymerase-Chain-Reaction (QRT-
PCR)

Die QRT-PCR wurde verwendet, um die Expression von Galnt2 und St3Gal6 in
PiggyBac-mutierten Zellen sowie die Expression von GALNT2 in Patientenproben zu messen.
Mit Hilfe des RNeasy® Plus Mini Kits konnte nach dem Protokoll des Herstellers eine RNA-
Isolation durchgefiihrt werden. Die RNA-Menge konnte mit dem Nanodrop gemessen werden.
Vor dem Umschreiben der RNA in die cDNA wurde die RNA mit DNase-Verdau (RQ1 RNase-
Free DNase, RQ1 DNase 10X Reaction Buffer) vorbehandelt. Die DNase konnte mit RQ1
DNase Stop Solution gestoppt werden. Daraufhin wurde die isolierte RNA mit dem High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit in cDNA umgeschrieben.

Die Expression von Galnt2 und St3Gal6 sowie die Expression des Referenz-
Housekeeping-Gens f-Actin wurden in Zelllinien verglichen, die starke und schwache
Neuroaffinitdt im 3D-Migration Assay aufgezeigt haben. Dazu wurde die Expression von
GALNT2 sowie die Expression des Referenz-Housekeeping-Gens [-ACTIN in der
Patientengruppe (normales Pankreas vs. schwache NI im PDAC vs. starke NI im PDAC)
abschliefend gemessen. Dafiir wurden das Roche Real-Time LightCycler® 480 und das Roche
KAPA SYBR® for Light Cycler® 480 verwendet. Die Auswertung der Experimente erfolgte nach

der Pfaffl-Methode (Pfaffl, 2001).

3.10.Patienten und Gewebe

Das Pankreasgewebe fiir die immunhistochemischen Untersuchungen und fiir die PCR
wurde von Patienten entnommen, bei denen es aufgrund eines Adenokarzinoms des
Pankreaskopfes (n=14; das Gewebe wurde zuvor im Rahmen einer anderen Dissertation in
unserem Labor auf die Starke der NI untersucht, somit gab es 7 Proben des PDAC mit starker NI
und 7 Proben des PDAC mit schwacher NI) entfernt werden musste. Alle Patienten wurden iiber

die Entnahme des Gewebes zu Forschungszwecken aufgeklart und willigten hierzu ein. Die
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Durchfiihrung der Gewebesammlung wurde von der Ethikkommission der Technischen
Universitdt Miinchen tiberpriift und genehmigt (Nr. 1926/07). Das entnommene Pankreasgewebe
wurde sofort nach Entnahme in vierprozentigem Paraformaldehyd fixiert und in einem

automatisierten System in Paraffin eingebettet oder im RNA-Later eingefroren.

3.11. Immunhistologie

In Paraffin eingebettete 3um dicke Gewebeschnitte von Patienten mit verschiedener
Starke der NI im PDAC wurden mit dem Antikérper gegen GALNT2 oder ST3GALG6 gefirbt,
um die Proteinspiegel von N-acetylgalactosaminyltransferase 2 oder beta-galactoside alpha-2,3-
sialyltransferase 6 zu vergleichen. Die Gewebeschnitte wurden zuerst in Roticlear
entparaffinisiert und dann in einer absteigenden Alkoholreihe rehydratisiert. Nach der
Rehydratisierung wurden die Proben im TBST-Puffer geschiittelt. Die Gewebeschnitte wurden
anschliefend 5 Minuten lang in Triton-X100 inkubiert, im TBST geschiittelt, danach 5 Minuten
in dreiprozentigem Wasserstoffperoxid inkubiert und wiederum in destilliertem Wasser
geschiittelt. Die Schnitte wurden dann 1 Stunde bei Raumtemperatur in 10-prozentigem
normalen Ziegenserum inkubiert, um die unspezifischen Bindungsstellen zu blocken. Nach der
Inkubation wurde auf die Gewebeschnitte der anti-GALNT2- oder anti-ST3GALG6-Antikorper im
Verdiinnungsverhéltnis 1:1500 mit dem Ziegenserum zugegeben. Die Schnitte wurden dann tiber
Nacht in der Wet-Box bei 4 °C inkubiert. Am nichsten Tag konnten die Proben 3 Mal je 10
Minuten mit TBST geschiittelt und danach — zur Detektion des Antikorpers — eine Stunde lang
bei Raumtemperatur mit dem EnVision+System-HRP inkubiert werden. Die Gewebeschnitte
wurden 3 Mal je 5 Minuten lang mit TBST vermischt, woraufhin die Chromogenreaktion mit
Liquid DAB+Substrate Chromogen System der Firma DAKO erfolgte. Nach einer Farbung mit
Hamatoxylin wurden die Priparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe und in Roticlear
dehydratisiert. Die digitale Aufnahme der Priparate erfolgte mit dem Pannoramic MIDI Slide

Scanner. Die aufgenommenen Bilder wurden mit dem CaseViewer untersucht und entsprechend
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der Fragestellung (Tumorzellen in der Ndhe von Nerven, Tumorzellen weg von Nerven)
aufgenommen. Danach wurde die prozentual gefiarbte Fliche der Tumorzellen mit ImageJ
ermittelt. Die Ergebnisse wurden abschlieend mit Hilfe des Programms GraphPad Prism 5 (La

Jolla, CA, USA) statistisch ausgewertet.

3.12. Statistische Auswertung und Analyse

Die statistische Auswertung und Analyse erfolgte durch das Programm GraphPad Prism
5 (La Jolla, CA, USA). Zum Vergleich zweier Gruppen wurde der t-Test durchgefiihrt. Die
Ergebnisse konnten als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt werden.
Es wurden zweiseitige p-Werte bestimmt, und ein statistisch signifikanter Unterschied ab einem

p-Wert < 0.05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1. Zellen mit mutierten Galnt2 und St3Gal6 sind spezifisch zu Spinalganglien

der Maus im 3D-Migration Assay migriert

Das Hauptziel dieser Dissertation bestand darin, spezifische Mutationen zu detektieren,
die die NI im PDAC induzieren oder verstirken konnen. Dafiir wurde eine Auswertung
genetisch unterschiedlicher Pankreaskarzinome in Mausen durchgefiihrt. Verwendet wurde das
Pdx1-Cre;Rosa26"5"8; Kras-*-"C*2P* ATP1 Mausmodell (Rad et al., 2010; Rad et al., 2015). Die
Tumorigenese wurde durch die pankreasspezifische Expression der Kras-Mutation und durch
genomweite PB-mediierte Zufallsmutagenese vermittelt. Dabei war es dank Insertionsstellen-
Sequenzierung (QiSeq, Ref. Friedrich et al) moglich, mit groer Prdzision zu bestimmen, an
welchen Stellen die ATP-Transposons inseriert wurden und somit welche Gene genau in jedem
Tumor mutiert waren. Der Grundgedanke bestand darin, dass gerade die zusétzlichen Mutationen
den Phénotyp des Tumors verdndern und die Tumorbildung mit NI in einer oder mehreren
Mausen induzieren. Aus den Tumoren der Mause wurden fiir die Untersuchung Tumorzellen
isoliert. Aus jeder Maus mit einem Pankreaskarzinom wurde jeweils eine Zelllinie isoliert.
Insgesamt wurden fiir das Projekt 22 Zelllinien verwendet, die uns von der Arbeitsgruppe von

Professor Roland Rad an der TU Miinchen zur Verfligung gestellt wurden.

Die Fahigkeit der Zellen zur NI hédngt mit der spezifischen Neuroaffinitit der
Tumorzellen zusammen (Ceyhan et al., 2008). Zum Vergleich der Neuroaffinitdt wurde in allen
Zelllinien ein 3D-Migration Assay durchgefiihrt, in welchem die Migration der Tumorzellen mit

und ohne ECM-Gel in Richtung DRG verglichen wurde (Abb. 1).
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Abb. la. Schematische Abbildung des 3D-Migration Assays. In der Mitte befinden sich die
Tumorzellen, die die Mdglichkeit haben, nach rechts in DRG-Richtung oder in die andere
Richtung mit leerem ECM-Gel (Kontrolle) zu migrieren.

Abb. 1b. Foto der Back- und Migration Front der Zellen, die eine hohe Neuroaffinitit
aufweisen; in der Migration Front sind deutlich mehr Zellen als in der Back-Front zu sehen.

Nach einer 48-stiindigen Inkubationszeit erfolgte eine 24-stiindige Time-Lapse-
Mikroskopie. Einige Zelllinien zeigten eine Migration nach 48 Stunden an; die Time-Lapse-
Mikroskopie wurde fiir diese Zelllinien wiederholt. Die Zellmigration fand entweder in Richtung
DRG oder in Richtung eines ECM-Gels statt. Diese Migration wurde in den FMI an der
Migration-Front und an der Back-Front fiir alle Zelllinien grafisch dargestellt (Abb. 2). Dabei
waren die Zelllinien mit einem hohen FMI an der Migration-Front und einem niedrigen FMI an
der Back-Front von grofitem Interesse. Um die Auswertung iibersichtlicher zu gestalten, wurde
eine zweite graphische Darstellung vorbereitet, die den Unterschied zwischen dem FMI an der

Migration-Front und Back-Front zeigt (Abb. 3).
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Abb. 2. Forward Migration Index fiir alle Zelllinien. M = Migration-Front, B = Back-Front. Falls eine
Zelllinie mehr als einmal fotografiert wurde, ist die graphische Darstellung zweimal aufgefiihrt. In Klammern ist der
Zeitpunkt angegeben, zu dem das Experiment zum zweiten Mal ins Time-Lapse-Mikroskop platziert wurde. An der
x-Achse sind die Namen der Zelllinien angegeben.

Pro Migration Front wurden 30 Zellen ausgewertet. Da pro Versuch drei Migrationassays durchgefiihrt
wurden, gab es insgesamt Ergebnisse fiir 90 Zellen, jeweils fiir Migration- und Back-Front. Jeder Versuch wurde

dreimal wiederholt.
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Abb. 3. Unterschied des FMI an der Migration-Front vs. Back-Front fiir alle Zelllinien. M = Migration Front,
B = Back-Front. Falls eine Zelllinie mehr als einmal fotografiert wurde, ist die graphische Darstellung zweimal
aufgefiihrt. In Klammern ist der Zeitpunkt angegeben, zu dem das Experiment zum zweiten Mal ins Time-Lapse-
Mikroskop platziert wurde. An der x-Achse sind die Namen der Zelllinien angegeben.

Pro Migration Front wurden 30 Zellen ausgewertet. Da pro Versuch drei Migrationassays durchgefiihrt
wurden, gab es insgesamt Ergebnisse fiir 90 Zellen, jeweils fiir Migration- und Back-Front. Jeder Versuch wurde
dreimal wiederholt.

Zum Zwecke der Datenzuverlédssigkeit wurden die Migrationstests fiir jene Zelllinien

noch einmal wiederholt, die die groBte und die kleinste Neuroaffinitdt aufwiesen. Fiir jede

Wiederholung sind die Daten in zwei graphischen Darstellungen aufgezeigt (Abb. 4, Abb.

5),
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Abb. 4. Forward Migration Index fiir alle Zelllinien, bei denen in den vorhergehenden Experimenten jeweils
die grofite und die kleinste Neuroaffinitit zum Vorschein kamen. M = Migration-Front, B = Back-Front. Falls eine
Zelllinie mehr als einmal aufgenommen wurde, ist die graphische Darstellung zweimal aufgefiihrt. In Klammern ist
der Zeitpunkt angegeben, zu dem das Experiment zum zweiten Mal ins Time-Lapse-Mikroskop platziert wurde. An
der x-Achse sind die Namen der Zelllinien angegeben.

Pro Migration Front wurden 30 Zellen ausgewertet. Da pro Versuch drei Migrationassays durchgefiihrt
wurden, gab es insgesamt Ergebnisse fiir 90 Zellen, jeweils fiir Migration- und Back-Front. Jeder Versuch wurde

dreimal wiederholt.
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Abb. 5. Unterschieds des FMI an der Migration-Front versus Back-Front fiir die
Zelllinien, bei denen in den vorhergehenden Experimenten die groBte und die kleinste
Neuroaffinitdit zum Vorschein kamen. M = Migration-Front, B = Back-Front. Falls eine
Zelllinie mehr als einmal fotografiert wurde, ist die graphische Darstellung zweimal aufgefiihrt.
In Klammern ist der Zeitpunkt angegeben, zu dem das Experiment zum zweiten Mal ins Time-
Lapse-Mikroskop platziert wurde. An der x-Achse sind die Namen der Zelllinien angegeben.

Pro Migration Front wurden 30 Zellen ausgewertet. Da pro Versuch drei
Migrationassays durchgefiihrt wurden, gab es insgesamt Ergebnisse fiir 90 Zellen, jeweils fiir

Migration- und Back-Front. Jeder Versuch wurde dreimal wiederholt.
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Fir die Auswertung des Mutationsverhaltens wurden drei Zelllinien mit hoher
Neuroaffinitdt und drei Zelllinien mit niedriger Neuroaffinitidt ausgewdhlt. Als Zelllinien mit
einer hohen Neuroaffinitdt wurden PPAB3-10c, PPAB3-10i und PPAB14-4a ausgesucht, als
Zelllinien mit einer niedrigen Neuroaffinitit PPAB3-5c, PPAA4-1h sowie PPAB21-6a.
AnschlieBend wurden die Ergebnisse der Sequenzierung beziiglich der Insertionsstellen der
ATP-Transposons in diesen Zelllinien ausgewertet. Auffallend war, dass zwei der drei Zelllinien,
die eine hohe Neuroaffinitit aufwiesen, Insertionen von ATP-Transposons in zwei verschiedenen
Genen hatten, die eine dhnliche Funktion ausfiihren: In der Zelllinie PPAB3-10i wurde aufgrund
der Nukleotid-Sequenz eine inaktivierende Insertion des ATP-Transposons in das Gen St3Gal6,
und in der Zelllinie PPAB14-4a in das Gen Galnt2 detektiert. Beide Gene kodieren Enzyme, die
fiir die Glykolysierung im Golgi-Apparat notwendig sind (Christiansen et al., 2014). Es stellt
sich daher die Frage nach dem Einfluss der Dysfunktion der Glykosylierungsenzyme auf die NI
im PDAC und wie der Knockout von Galnt2 und St3Gal6 die Neuroaffinitit der Tumorzellen

beeinflusst.
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4.2. Nach Herunterregulation von Galnt2 und St3Gal6é weisen murine

Pankreaskarzinomzellen hohere Neuroaffinitit auf

Um die Zelllinien fiir den Knockout auszuwahlen, wurde — wie bereits erwahnt — die
gRT-PCR gegen Galnt2 und St3Gal6 mittels dreier Zelllinien durchgefiihrt, die eine hohe
Neuroaffinitdt aufwiesen und anhand von drei Zelllinien, die eine niedrige Neuroaffinitét zeigten

(Abb. 6, Abb. 7).
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Abb. 6. Galnt2-Expression in Zelllinien
von Pdx1-Cre;Rosa26-"8:Kras-S- 12D+ ATP1
Mausmodell. Normalisierung auf Housekeeping-
Gen f-Actin. Ergebnis der quantitativen PCR
gegen Galnt2 wird gezeigt. An der x-Achse sind
die Namen der Zelllinien angegeben.

In jedem Experiment wurde jede Probe

Abb. 7. St3Gal6-Expression in Zelllinien
von Pdx1-Cre;Rosa26"-FB:Kras-S- 612D+ ATP1
Mausmodell. Normalisierung auf Housekeeping-
Gen f-Actin. Ergebnis der quantitativen PCR
gegen St3Gal6 wird gezeigt. An der x-Achse sind
die Namen der Zelllinien angegeben.

In jedem Experiment wurde jede Probe

zweimal getestet. Jedes Experiment wurde zweimal getestet. Jedes Experiment wurde dreimal

dreimal wiederholt. wiederholt.

Fir den Galnt2-Knockout wurden die Zelllinien PPAB14-4a und PPAB21-6a
ausgesucht, da sie die hochste und die niedrigste Galnt2-Expression aufwiesen. Fiir den St3Gal6-
Knockout wiederum wurden die Zelllinien PPAB3-10c und PPAB21-6a ausgesucht. Die
Zelllinie PPAB21-6a zeigte eine schwache Neuroaffinitdt und die hochste St3Gal6-Expression
unter den Zelllinien mit einer schwachen Neuroaffinitit. Die Zellliniec PPAB3-10c dagegen war

die Zelllinie mit der hochsten Neuroaffinitdt unter allen 22 Zelllinien und wies einen der
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niedrigsten Grade der St3Gal6-Expressionen auf. Der Galnt2- und St3Gal6-Knockout erfolgte

mit Hilfe von CRISPR-Cas9 (Abb. 8).
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Abb. 8. Western Blot bei den Proben nach dem Knockout unter Verwendung von CRISPR-Cas9. a. CRISPR-Cas9-Knockout
von Galnt2 in der Zelllinie PPAB14-4a b. CRISPR-Cas9-Knockout von Galnt2 in der Zelllinie PPAB21-6a ¢. CRISPR-
Cas9-Knockout von St3Gal6 in der Zelllinie PPAB3-10c und d. CRISPR-Cas9-Knockout von St3Gal6 in der Zelllinie
PPAB21-6a. Jedes Experiment wurde dreimal wiederholt. Zum Vergleich zweier Gruppen wurde der t-Test durchgefiihrt.

PPAB14-4a, PPAB21-6 und PPAB3-10c — Kontrollzelllinien
Cas9 — Kontrollzelllinie, Transfektion mit pSPDACs9(BB) Kontroll-Plasmid ohne sgrRNA

G96.1 und G96.5, G97.1 und G97.3, S70A und S70B, S86A und S86B — Paare der Zelllinien, Transfektion mit SgRNA von
zwei verschiedenen E.coli-Kolonien von der selben sgRNA

1:1, 1:2 und 1:3 geben das Verhdltnis des Transfektionsreagenten und des Puffers bei der Transfektion an.
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Fiir Migrationsexperimente nach dem Knockout wurden Zelllinien ausgesucht, die mit
folgenden Plasmiden transfiziert wurden: G96.1, G97.1 und Cas9, jeweils im Verhéltnis 1:1, fir
Zellen mit dem Galnt2-Knockout; S70B, S86A und Cas9, jeweils im Verhéltnis 1:2, fiir Zellen
mit dem St3Gal6-Knockout. Da sich die ST3GALG6-Antikorper im Western Blot nicht spezifisch
genug erwiesen, wurden die Zelllinien mit dem St3Gal6-Knockout fiir die Verifizierung des

Knockouts sequenziert (Abb. 9, Abb. 10).
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Abb. 9. CRISPR-Cas9-Knockout von St3Gal6 in der Zelllinie
PPAB21-6a. Sequenzierung der Zelllinie PPAB21-6a nach dem St3Gal6-
Knockout. a. Cas9-Kontroll-Plasmid: 179bp sequenziert, zwei nicht identifizierte
Nucleotide, eine Nichtiibereinstimmung, Sequenzierung bis zu den ersten 10bp
SgRNA. b. S70B 1:2 Plasmid: 63bp sequenziert (blau markiert), angefangen vom
viertletzten ~ Nucleotid  des  sgRNA-Gebiets  (rot  markiert), 16
Nichtiibereinstimmungen, eine Deletion (orange markiert). ¢. S86A 1:2 Plasmid:
147bp sequenziert, nach 15bp sgRNA-Sequenzierung unterbrochen, drei

Nichtiibereinstimmungen, vier unbestimmte Nucleotide.
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Abb. 10. CRISPR-Cas9-Knockout von St3Gal6 in der Zelllinie PPAB3-10c.
Sequenzierung der Zelllinie PPAB3-10c nach dem St3Gal6-Knockout. a. Cas9-
Kontroll-Plasmid: 198 Nucleotide sequenziert. b. S70B 1:2 Plasmid: 63bp sequenziert
(blau markiert), angefangen vom viertletzten Nucleotid des sgRNA-Gebiets (rot
markiert), 12 Nichtiibereinstimmungen, eine Deletion (orange markiert). ¢. S86A 1:2
Plasmid: 148bp sequenziert, nach 14bp sgRNA-Sequenzierung unterbrochen, zwei

Nichtiibereinstimmungen, sieben unbestimmte Nucleotide.

Die Zelllinien PPAB14-4a G96.1 1:1, PPAB14-4a G97.1 1:1 und PPAB21-6a G96.1 1:1

sowie PPAB21-6a G97.1 1:1 wurden nach dem Galnt2-Knockout im Vergleich mit PPAB14-4a

Cas9 1:1 und PPAB21-6a Cas9 1:1 im 3D-Migration Assay zur Kontrolle des Galnt2-Einflusses

auf die Neuroaffinitdt der Pankreaskarzinomzellen getestet.
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Mausmodell zu DRG nach dem Galnt2-Knockout.
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Abb. 11. Erhohung der Affinitit der Tumorzellen vom Pdx1-Cre;Rosa26"-F8;Kras-S-¢12P* ATPL

Nach dem Galnt2-Knockout unter Verwendung verschiedener

SgRNA, G96.1 bzw. G97.1, erhdhte sich die Migration von Pankreaskarzinomzellen zu DRG in beiden Zelllinien, sowohl

in PPAB14-4a als auch in PPAB21-6a, im Vergleich zu den Kontrollzellen, die mit Cas9-Kontroll-Plasmid transfiziert

wurden. Pro Migration Front wurden 30 Zellen ausgewertet. Da pro Versuch drei Migrationassays durchgefiihrt wurden,

48



gab es insgesamt Ergebnisse fiir 90 Zellen, jeweils fiir Migration- und Back-Front. Jeder Versuch wurde dreimal

wiederholt. Zum Vergleich zweier Gruppen wurde der t-Test durchgefiihrt.
Nach dem Galnt2-Knockout unter Verwendung verschiedener sgRNA, G96.1 bzw.
G97.1, erhohte sich die Migration der Pankreaskarzinomzellen zu DRG im Vergleich zu Cas9-

Kontrolle in beiden Zelllinien, sowohl in PPAB14-4a als auch in PPAB21-6a (Abb. 11, Abb.

12).
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Abb. 12. Erhéhung der Affinitiit der Tumorzellen vom Pdx1-Cre;Rosa265-"8;Kras-S-Cl20HATPL
Mausmodell zu DRG nach dem Galnt2-Knockout. Differenz des FMI bei Migration-Front und Back-Front wird
gezeigt. Unter Verwendung verschiedener sgRNA, G96.1 bzw. G97.1, erhohte sich die Migration von
Pankreaskarzinomzellen zu DRG in beiden Zelllinien, sowohl in PPAB14-4a als auch in PPAB21-6a, im Vergleich zu den
Kontrollzellen, die mit Cas9-Kontroll-Plasmid transfiziert wurden. Cas9 — Kontrollzelllinie, Transfektion mit
pSPDACs9(BB) Kontroll-Plasmid ohne sgRNA; G96.1_11, G97.1_11 - Zelllinien, Transfektion mit sgRNA G96.1_11
oder G97.1_11. Pro Migration Front wurden 30 Zellen ausgewertet. Da pro Versuch drei Migrationassays durchgefiihrt
wurden, gab es insgesamt Ergebnisse fiir 90 Zellen, jeweils fiir Migration- und Back-Front. Jeder Versuch wurde dreimal
wiederholt. Zum Vergleich zweier Gruppen wurde der t-Test durchgefiihrt.

Die Zelllinien PPAB3-10c S70B 1:2, PPAB3-10c S86A 1:2 und PPAB21-6a S70B 1:2
sowie PPAB21-6a S86A 1:2 wurden nach dem St3Gal6-Knockout im Vergleich mit PPAB3-10c
Cas9 1:2 und PPAB21-6a Cas9 1:2 im 3D-Migration Assay zur Kontrolle des Einflusses von

St3Gal6 auf die Neuroaffinitit der Pankreaskarzinomzellen getestet.
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Abb. 13. Erhéhung der Affinitit der Tumorzellen vom Pdx1-Cre;Rosa26"-"8;Kras-S-C12P*ATPL

Nach dem St3Gal6-Knockout unter Verwendung verschiedener

SgRNA, S70B bzw. S86A, erhohte sich die Migration der Pankreaskarzinomzellen zu DRG in beiden Zelllinien, sowohl in
PPAB3-10c als auch in PPAB21-6a, im Vergleich zu den Kontrollzellen, die mit Cas9-Kontroll-Plasmid transfiziert
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wurden. Pro Migration Front wurden 30 Zellen ausgewertet. Da pro Versuch drei Migrationassays durchgefiihrt wurden,
gab es insgesamt Ergebnisse fiir 90 Zellen, jeweils fiir Migration- und Back-Front. Jeder Versuch wurde dreimal
wiederholt. Zum Vergleich zweier Gruppen wurde der t-Test durchgefiihrt.

Nach dem St3Gal6-Knockout unter Verwendung verschiedener sgRNA, S70B bzw.
S86A, erhohte sich die Migration der Pankreaskarzinomzellen zu DRG in beiden Zelllinien,

sowohl in PPAB3-10c als auch in PPAB21-6a (Abb. 13, Abb. 14).
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Abb. 14. Erhohung der Affinitit der Tumorzellen vom Pdx1-Cre;Rosa26-5-F8;Kras-S-C2D*ATP
Mausmodell zu DRG nach dem St3Gal6-Knockout. Differenz des FMI bei Migration-Front und Back-Front wird
gezeigt. Nach dem St3Gal6-Knockout unter Verwendung verschiedener sgRNA, S70B bzw. S86A, erhohte sich die
Migration von Pankreaskarzinomzellen zu DRG in beiden Zelllinien, sowohl in PPAB3-10c als auch in PPAB21-6a, im
Vergleich mit den Kontrollzellen, die mit Cas9-Kontroll-Plasmid transfiziert wurden. Cas9 — Kontrollzelllinie,
Transfektion mit pSPDACs9(BB) Kontroll-Plasmid ohne sgRNA; S70B, S86A - Zelllinien, Transfektion mit SgRNA S70B
oder S86A  Pro Migration Front wurden 30 Zellen ausgewertet. Da pro Versuch drei Migrationassays durchgefiihrt
wurden, gab es insgesamt Ergebnisse fiir 90 Zellen, jeweils fiir Migration- und Back-Front. Jeder Versuch wurde dreimal

wiederholt. Zum Vergleich zweier Gruppen wurde der t-Test durchgefiihrt.
Somit zeigten die Pankreaskarzinomzellen in unserem 3D-Migration Assay nach dem
Knockout der Glykosylierungsgene Galnt2 und St3Gal6 eine groBere Neuroaffinitdt und eine

groflere Migration zu DRG.

4.3. In humanen Pankreaskarzinomproben war GALNT2- und ST3GALG6-Verlust

mit starker NI assoziiert

Fiir die Uberpriifung des Einflusses des Expressionsgrades der Glykosylierungsgene

GALNT2 und ST3GALG6 auf die NI im humanen PDAC wurden insgesamt 74 Paraffinschnitte
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von den Patienten vorbereitet, die ein resektables PDAC hatten und diesbeziiglich im Klinikum
rechts der Isar der TU Miinchen operiert wurden. Die histologischen Praparate der PDAC dieser
Patientengruppe wurden unter Verwendung der Antikorper anti-GALNT2 und anti-ST3GAL6
gefarbt und anschlieend gescannt. Mit Hilfe des Programms CaseViewer wurden die besonders
interessanten Seiten (Tumorzellen in der Néhe von Nerven, Tumorzellen weg von Nerven)
aufgenommen. Hier wurde dann die Densitometrie mittels ImageJ-Software durchgefiihrt. Fiir
die NI-fahigen Tumorzellen war ein niedrigerer Farbungsgrad von anti-GALNT2 und anti-
ST3GALG6 typisch. Es stellte sich heraus, dass die Bereiche der Prdaparate ohne NI die
Farbestirke eine groBere Streuung aufwies. Die Ergebnisse der Densitometrie sind aus den

graphischen Darstellungen fiir anti-GALNT2 und anti-ST3GALSG ersichtlich (Abb. 15 a, b).

anti-GALNT?2 anti-St3Gal6
Tumorzellen am Nerv Tumorzellen am Nerv

m Nerv

Abb. 15 a. Fiir die Tumorzellen nah am Nerv ist niedrigere Firbedensitiit in anti-GALNT2 und anti-ST3GALG6 Firbung
typisch, im Vergleich zu Tumorzellen weg vom Nerv. Farbung von anti-GALNT2 bzw. anti-ST3GALG auf den Bereichen der

histologischen Préparate ,,Tumorzellen am Nerv und ,,Tumorzellen weg vom Nerv*.
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Abb. 15 b. Fiir die Tumorzellen nah am Nerv ist niedrigere Firbedensitit in anti-GALNT2 und anti-
ST3GAL6 Farbung typisch, im Vergleich zu Tumorzellen weg vom Nerv. Densitometrie der Farbung von anti-
GALNT?2 bzw. anti-ST3GALG6 auf den Bereichen der histologischen Préparate ,,Tumorzellen am Nerv* und ,, Tumorzellen

weg vom Nerv*. Zum Vergleich zweier Gruppen wurde der t-Test durchgefiihrt.

Dariiber hinaus stellte sich die Frage, ob der Expressionsgrad der Galactosyltransferasen
mit dem Grad der NI im PDAC korreliert. Dafiir wurden aus den Proben von 21 Patienten drei
Gruppen zusammengestellt: Patienten mit einer hohen NI, Patienten mit einer niedrigen NI sowie
Patienten mit einem normalen Pankreasgewebe. Aus diesen Proben wurde RNA isoliert und
unter Verwendung der Reverse-Transkriptase mit cONA umgeschrieben. Mit den gewonnenen
Proben wurde eine qRT-PCR zur Messung der GALNT2-Expression durchgefiihrt. Die
Ergebnisse entsprachen den Farbungsergebnissen: Fiir das humane PDAC mit der NI war eine
niedrigere GALNT2-Expression und fiir das normale Pankreasgewebe eine grofere Streuung der
GALNT2-Expression typisch. Dabei unterschied sich die GALNT2-Expression bei den Proben

mit einer hohen und niedrigen NI kaum (Abb. 16).
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Abb. 16. Fiir das humane PDAC ist eine niedrigere
GALNT2-Expression typisch, im Vergleich zum normalen
Pankreasgewebe. Es zeigt sich kaum Unterschied in der
GALNT2-Expression bei den humanen PDAC-Proben mit einer
hohen und niedrigen NI. GALNT2-Expression im PDAC mit einer
hohen NI, mit einer niedrigen NI und in einem normalen
Pankreasgewebe wird gezeigt. Normalisierung auf Housekeeping-
Gen 3-ACTIN. Fiir Gruppen ,,hohe NI* und ,,schwache NI* wurden
jeweils 8 Proben und fiir Gruppe ,,NP*“ wurden 5 Proben von
insgesamt 21 verschiedenen Patienten verwendet.

hohe NI — Gruppe der Proben mit histologisch
nachgewiesener hohe Nervale Invasion; schwache NI - Gruppe der
Proben mit histologisch nachgewiesener schwache Nervale
Invasion; NP - Gruppe der Proben mit normalem Pankreasgewebe.
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5. Diskussion

Die Prognose fiir Patienten mit einem Pankreaskarzinom hat sich in den letzten 50
Jahren nur wenig verbessert. Diese Patienten haben ab der Diagnosestellung noch immer eine
mediane Lebenserwartung von nur sechs bis acht Monaten; die 5-Jahres-Uberlebensrate bleibt
bei ca. 5% (Liu et al., 2002; Kayahara et al., 2007; Demir et al., 2010). Zusétzlich zu dieser
duBerst negativen Prognose ist das PDAC mit einer neuralen Invasion assoziiert, deren Inzidenz
in einigen Serien 100% erreicht (Liu et al., 2002; Demir et al., 2010). Die Invasion der
Tumorzellen in den intrapankreatischen Nerven stellt einen wichtigen Prognosefaktor dar, der
nicht nur die Gesamtiiberlebensrate, sondern auch die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs
beeinflusst (Chatterjee et al., 2012; Zhang et al., 2012). Dabei bleiben die Ursachen der NI bis
heute unklar. Die Transposon-vermittelte Mutagenese kann mit Hilfe des Transponssystems
piggyBac fiir die Entdeckung der Krebsgene bei Méusen verwendet werden (Rad et al., 2010;
Rad et al., 2015). In der vorliegenden Arbeit wurde dem Ziel nachgegangen, die
Insertionsmutagenese zur Entdeckung der NI-férdernden genetischen Verdnderungen in PDAC

einzusetzen.

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass die Kombination der Kras-Mutagenese und des
Transpons-Systems piggyBac fiir die Screening der Onkogene verwendet werden kann. Auf
dhnliche Weise wurden die Onkogene des Kolonkarzinoms entdeckt (Takeda et al., 2015),
ebenso die Gene, die die Seidensynthese beim Seidenspinner ermdglichen (Feng et al., 2018),
Gene der potentiellen molekularen Differenzierungsregulatoren der Stammzellen von
Mausefoten (Wang et al., 2018) und schlieBlich auch Suppressorgene zur Beseitigung der
Wachstumsstorungen von Hefezellen (Mutumwinka et al., 2018). Nichtdestotrotz unterliegt die
Insertionsmutagenese einer Reihe von Einschrankungen. Die Insertionsmutagenese kann einige
der durch Sequenzierung nachweisbaren Verdanderungen nicht nachahmen. (Rad et al., 2010;
Friedrich et al., 2017). Die Insertionsmutagenese und andere Herangehensweisen zur Analys des
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Karzinomgenoms vervollstindigen einander mafigeblich; jede von ihnen hat ihre eigene Vor-

und Nachteile.

Eine Hauptentdeckung dieser Dissertation ist die Ermittlung des Einflusses der
Expression der Glykosylierungsgene GALNT2 und ST3GAL6 auf die neurale Invasion im
Pankreaskarzinom. GALNT2 ist ein Enzym, das die O-Glykosylierung des Mucins initiiert.
ST3GAL6 dagegen ist ein Enzym, das die Sialinsdure aus der aktivierten Cytidin 5'-
monophospho-N-Acetylneuraminsdure in die N- oder O-verkniipften Zuckerketten der
Glykoproteine {iibertrdgt. Nach dem Galnt2- und St3Gal6-Knockout erhohte sich die
Neuroaffinitit in Zellen, die sowohl niedrige als auch hohe Neuroaffinitit in 3D-Migratioassay
aufweisen. In gRT-PCR wurde auch die Verringerung der GALNT2-Expression in den Proben
des PDAC mit einer hohen und einer niedrigen NI im Vergleich zu dem normalen
Pankreasgewebe aufgezeigt. Dabei gelang es nicht, einen gesetzmiBigen Zusammenhang
zwischen der Auspriagung der NI und der GALNT2-Expression im gqRT-PCR festzustellen, die
Proben mit einer hohen und einer niedrigen NI hatten die vergleichbare GALNT2-Expression.
Nach der Farbung von anti-GALNT2 und anti-ST3GALS6 hatten die Bereiche der histologischen
Praparate, die die Tumorzellen mit der NI beinhalteten, eine niedrigere Firbeintensitit im
Vergleich zu den Préparatbereichen mit den Tumorzellen ohne NI. Moglicherweise ist die
fehlende Korrelation zwischen den PCR-Ergebnissen aus dem Gesamttumor und der
Neuroinvasivitdt auf die starke Heterogenitdt der Zellen im Gesamttumor (Stromazellen neben
Tumorzellen) zurlickzufiihren. Biologisch relevanter sind damit die Ergebnisse auf Proteinebene

bzw. die aus den Farbungen.

In der Literatur wurde der Einfluss von GALNT2 auf die Migrationsfihigkeit und
Metastasierung durchaus beschrieben. So unterdriicke GALNT2 die bdsartigen Phénotypen in
den Zellen des Adenokarzinoms des Magens durch die Auswirkung auf Human Epidermal

Growth Factor Receptor (EGFR). Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass der
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GALNT2-Knockdown die Phosphorylierung von EGFR verstirkt und die Expression des
Antigens Tn in EGFR verringert. Die Inhibierung der EGFR-Aktivitiat mit Gefitinib verringerte
die Migrations- und Invasionsfdhigkeit (Hu et al., 2018). GALNT2 unterdriickt also die
bosartigen Phénotypen im Adenokarzinom des Magens auch durch die Modifizierung der MET-
Aktivitdt (Hamatopoetischer Wachstumsfaktor). Diese Unterdriickung verstirkte das
Zellwachstum, die Migration und die Invasion in vitro, ebenso wie die Metastasierung des
Tumors in vivo. Der GALNT2-Knockdown verstarkte die MET-Phosphorylierung und
verringerte die Expression des Antigens Tn auf MET (Liu et al., 2016). Eine Arbeit von Wu
demonstrierte, dass GALNT2 ein kritischer Mediator des hepatozelluldren Karzinoms (HCC) ist,
der auch durch die Verdnderung der Aktivitdt des Human Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR) wirkt. Die GALNT2-Expression ist im HCC oft verringert, was mit einer vermehrten
Fahigkeit zur Invasion assoziiert wird. Die Wiederherstellung der GALNT2-Expression in den
HCC-Zellen unterdriickt das EGFR-induzierte Wachstum, die Migration und die Invasion der
Zellen in vitro und in vivo (Wu et al., 2011). Interessant ist, dass im Plattenepithelkarzinom der
Mundhoéhle die Erhdhung (und nicht die Verringerung) der GALNT2-Expression die Migration
und die Invasion der Tumorzellen durch die Regulation der Glykosylierung und EGFR-AKktivitét
verstarkt (es wurde nicht die NI, sondern die allgemeine Fiahigkeit der Tumorzellen zur
Migration erforscht). Es wurde demnach eine Erhohung der GALNT2-Expression an der
Migration-Front festgestellt (Lin et al., 2014). Es wurde nachgewiesen, dass Galnt2 wihrend der
Embryogenese der Maus im Nervengewebe exprimiert wird. Die erhohte Galnt2-Expression
korreliert mit dem histologischen Grad der Tumordifferenzierung sowie mit dem jiingeren Alter
der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, einem fritheren klinischen Stadium. Eine
Mehrfaktorenanalyse zeigte, dass die Galnt2-Expression ein unabhingiger prognostischer Faktor
fiir eine bessere Uberlebensrate bei Patienten mit einem Neuroblastom ist. Die erhohte Galnt2-
Expression unterdriickte das IGF-1-induzierte Zellenwachstum sowie die Migration und die

Invasion der Neuroblastomzellen, wihrend der Galnt2-Knockdown diese Eigenschaften
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verstiarkte (Ho et al., 2014). In der in silico-Analyse wurde eine Verinderung der GALNT2-
Expression in den Mustern der serésen Tumore des Ovar (HGSC) im Vergleich zum normalen

Gewebe der Eierstocke festgestellt (Sheta et al., 2017).

Es gibt auch Daten iiber den Einfluss von ST3GAL6 auf die Fahigkeit zur Migration und
Metastasierung. Die ST3GAL6-Expression war im Kolonkarzinom verringert. Sie vermittelten
die Sialisierung, inhibierten die Aktivierung der Ubermittlung der Signale PI3K/AKT/mTOR
und fiihrten somit zur nukledren Translokation von FOXO1 in den Kolonkarzinomzellen (Hu et
al., 2019). Die ST3GALG6-Expression verringerte auch die Proliferation und Metastasierung und
forderte die Apoptose der Kolonkarzinomzellen in vitro. Die Erhohung der ST3GALG-Expression
verringerte deutlich die Onkogenese und Metastasierung der Kolonkarzinomzellen in die Lunge
und die Leber in vivo (Hu et al., 2019). Die Expression selbst war im HCC deutlich verringert
(Souady et al., 2011). Die veranderte ST3GALG-Expression korreliert mit der Proliferation, der
Migration und der Fiahigkeit der Zellen zur Invasion in HCC. Auf diese Weise konnte das
Wachstum, die Migration und die Invasion der Zellen gefordert und die Wirkung von miR-26a
tiber den Signalweg PISBK/AKT/mTOR im HCC vermittelt werden (Sun et al., 2017). Einige
Arbeiten weisen auch den Einfluss der ST3GALG6-Expression auf die Proliferation und die
Migration der Zellen des Mammakarzinoms sowie die Fahigkeit zur Metastasierung des

Mammakarzinoms nach (Julien et al., 2011; Rengasamy et al., 2017).

Im Fall der Dysfunktion der O-Glykosylierung iiber den normalen Weg kommt es zur
Expression des Tn-Antigens, welches in den meisten humanen Karzinomen aller Typen
aufgefunden wird. Eine wichtige Rolle bei der Bildung des Tn-Antigens spielt die T-Synthase.
Fir die Entstehung einer aktiven Form der T-Synthase ist ein einzigartiges molekulédres
Chaperon ,,COSMC* erforderlich. Das COSMC verhindert der Proteasom-abhingigen
Degradation der neu synthetisierten T-Synthase vor. Der Expressionsverlust der aktiven T-

Synthase oder des COSMC kann zur Expression des Tn-Antigens fiihren zusétzlich zu
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sialylierten Version des Antigens sialyl-Tn. Die Membranglycoproteine, die das Tn-Antigen
tragen, konnen wegen der Degradation oder falscher Kompaktierung dysfunktional sein (Ju et
al., 2014). Das Tn-Antigen stellt ein mit dem PDAC assoziiertes Glykan dar, das in 75-90% des
PDAC gefunden wurde. Die Rolle der Expression des Tn-Antigens im PDAC ist nicht
ausreichend erforscht. In der Arbeit von Hofmann wurde in zwei humanen PDAC-Zelllinien der
Einfluss der COSMC-vermittelten Expression des Tn-Antigens im PDAC auf die onkogenen
Eigenschaften gezeigt (Hofmann et al, 2015). Die Expression des Tn-Antigens auf den O-
glykosylierten Proteinen in den Pankreaskarzinomzellen wurde durch den COSMC-Knockdown
induziert. Nach dem COSMC-Knockdown wurde die Apoptose verringert, wihrend die
Migration erhoht war, was die Wichtigkeit der Expression des Tn-Antigens in Bezug auf die
Metastasierung und auf das antiapoptische Verhalten der PDAC-Zellen betont (Hofmann et al,
2015). Die Aktivierung eines ungewohnlichen Weges der Glykosylierung in den Tumorzellen
kann zur Expression des Sialil-Tn(sTn)-Antigens fiihren. Das sTn ist ein verkiirztes O-Glykan,
das die Sialinsdure a 2,6 enthilt, die mit GaINAc a-O-Ser/Thr verkniipft ist, und wird mit einem
ungiinstigen Ausgang und einer schlechten Prognose bei Krebskranken assoziiert
(Radhakrishnan et al., 2014, Munkley, 2016). Die Biosynthese des sTn-Antigens hdngt mit der
Sialyltransferase-Expression sowie mit dem Verlust der Heterozygotie des Gens COSMC
zusammen. Die Neo- oder Uberexpression von sTn entsteht bei vielen Tumortypen, unter
anderem beim Magen-, Dickdarm-, Mamma-, Lungen-, Speiser6hren-, Prostata- und
Endometriumkarzinom. Dabei findet sich sTn-Antigen auf verschiedenen Glykoproteinen. Es
beeinflusst so die Funktion des Proteins und ist an der Entwicklung des Tumors beteiligt
(Munkley, 2016). In Bezug auf das Kolonkarzinom wurden interessante Daten gewonnen: Die
Expression des Tn-Antigens induzierte eine typische Aktivierung der epithelial-mesenchymalen
Transition (EMT). Es wurde entdeckt, dass die Anzahl an H-RAS, das bekanntlich die EMT
steuert, in Tn-positiven Zellen relevant erhoht war, wahrend der H-RAS-Knockdown die durch

das Tn-Antigen induzierte EMT-Aktivierung unterdriickt. Dariiber hinaus wiesen die Zellen, die
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kein Tn-Antigen exprimieren, eine Herunterregulation der H-RAS-Expression und eine

darauffolgende Inhibierung des EMT-Prozesses auf (Liu et al., 2019).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es in der vorliegenden Dissertation gelang, die
Moglichkeit der Verwendung der Insertionsmutagenese fiir die Entdeckung der Nl-relevanten
Genveranderungen im PDAC aufzuzeigen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ebenso erreicht, den
Einfluss von GALNT2 und ST3GALG6 auf die neurale Invasion im PDAC nachzuweisen und eine
spezifische Migration der PDAC-Zellen mit dem Galnt2- und St3Gal6-Knockout zu DRG zu
zeigen, was wiederum den Einfluss dieser beiden Gene nicht nur auf die allgemeine
Migrationsfahigkeit, sondern auch auf die Verdnderung der Neuroaffinitit und auf die Fahigkeit
zur NI im PDAC anschaulich macht. Solche Glykosylierungsstérungen iiben Einfluss auf die
Anreicherung der Tn- und sTn-Antigene sowie auf die Funktionsstorung der Signalwege aus.
Der Grad der Glykosylierungsstorungen korreliert mit dem Bosartigkeitsgrad des Tumors, mit
seiner Wachstumsgeschwindigkeit, mit der Fdhigkeit zu Invasion und Metastasierung. Die in
dieser Arbeit gewonnenen Daten betonen den Einfluss der Glykosylierungsstérungen auf die
Fahigkeit der PDAC-Zellen zur NI und bieten einen Néhrboden zur Erforschung der
Glykosylierung im Rahmen der NI; ein néchster Schritt konnte die Erforschung eines genetisch

induzierten Mausmodells des PDAC mit dem Galnt2-, St3Gal6-, oder Cosmc-Knockout sein.
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6. Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist aggressive Tumorerkrankung mit
absoluter 5-Jahres-Uberlebensrate von 9%. Hohe Lokalrezidivrate und chronische Schmerzen
auf Grund der neuralen Invasion sind die Eigenschaften des PDAC. NI trifft in 100% Félle des
Pankreaskarzinoms und ist ein der Faktoren der schlechten Prognose. Der genetische
Hintergrund der NI im PDAC ist nicht bekannt. In Zusammenhang mit der vorliegenden
medizinischen Dissertation wurde erstmals die Insertionsmutagenese zum Zweck des Screenings
auf die NI-forderten genetischen Verdnderungen in PDAC verwendet. Die PiggyBac-
Transposon-Mutagenese zusammen mit der Aktivierung des Onkogens Kras ermdéglichte die
Herstellung einer genetisch unterschiedlichen Gruppe von Miusen mit PDAC im Pdx1-
Cre;Rosa26"-"8;Kras-*-"C*?P"* ATP1 Mausmodell. Es erfolgte die Isolation der PDAC-Zellen
von den Mausen, die Testung ihrer Affinitdt zur DRG im 3D-Migrationassay und der Vergleich
der Insertionsstellen der Transposons in Zellen mit hoher und schwacher Neuroaffinitit. Die
Tumorzellen mit den Insertionsstellen von Transposons in den Glykosylierungsgenen Galnt2

und St3Gal6 zeigten die hochste Neuroaffinitdt in unserem 3D-Migrationassay.

Weitere Experimente in der Zellkultur haben die Rolle der Glykosylierungsgenen
GaInt2 und St3Gal in NI bestitigt. Mit Hilfe von CRISPR/Cas9 konnten die
Glykosylierungsgene Galnt2 und St3Gal6 in PDAC-Tumorzelllinien vom Pdx1-Cre;Rosa26-°"
PB.KraSLSL—612D/+'

'ATP1 Mausmodell herunterreguliert werden. Die PDAC-Zellen mit dem

Knockout von Galnt2 und St3Gal6 haben hohere Neuroaffinitat im 3D-Migrationassay gezeigt.

Die Ergebnisse konnten in den humanen PDAC-Proben bestitigt werden. In Gewebe
von Patienten mit PDAC konnte die Farbeintensitit mittels Densitometrie nach
immunhistochemischer Farbung gegen GALNT2 oder ST3GALSG6 in Bereichen ,,Tumorzellen am
Nerv* und ,,Tumorzellen weg vom Nerv® verglichen werden. Die PDAC-Zellen, die NI

aufweisen, zeigten ecine geringere Farbeintensitit von GALNT2 und ST3GAL6. Eine
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Untersuchung der GALNT2-, ST3GALG6-Expression in humanen PDAC-Proben brachte das
Ergebnis, dass das Expressionsniveau von beiden Glykosylierungsgenen im PDAC niedriger als

im NP ist.

In der vorliegenden medizinischen Dissertation konnte gezeigt werden, dass die
Insertionsmutagenese fiir das Screening auf die NIl-assozierten Onkogene verwendet werden
kann. Das Verstidndnis des Mechanismus hinter der Wirkung der Glykosylierungsstérungen auf
die NI im PDAC kann fiir die Behandlung und die Verbesserung der Prognose beim PDAC

verwendet werden.
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