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3.1.3 Unterschiedliche Proteinexpression von SYT13 in den untersuchten

Pankreaskarzinom-Zelllinien

In einem ersten Schritt wurde die Proteinexpression von SYT13 mittels Western Blot-
Analyse nachgewiesen. Untersucht wurden die Zelllinien Panc-1, MIA PaCa-2, AsPC-1,
PSN-1, Capan-1, DanG und BxPC-3.
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Abbildung 5: Proteinexpression von SYT13 in verschiedenen Zelllinien

Darstellung der Expression von SYT13 in den Pankreaskarzinom-Zelllinien Panc-1, MIA PaCa-2, AsPC-1,
PSN-1, Capan-1, DanG und BxPC-3 mittels Western Blot. Belichtungszeit insgesamt 10 min, je 8 ug Protein.
1. Antikorper: Invitrogen Anti-SYT13 AB 1:1000 / GAPDH Rabbit mAb, Cell Signaling Technology® 1:5000,
2. Antikorper: anti-rabbit 2nd antibody 1:5000. Zum Vergleich der relativen Expression wurde Panc-1 als
Referenz gleich 1 gesetzt.

Das Proteinprodukt von SYT13 konnte in jeder der sieben untersuchten Pankreaskarzi-
nom-Zelllinien nachgewiesen werden. Die im Vergleich der Zelllinien hoéchste relative
Expression fand sich in den Tumorzelllinien Panc-1 (Referenz, gesetzt gleich 1), DanG
(MW=1,38; SD=0,09), Capan-1 (MW=1,11; SD=0,05) und AsPC-1 (MW=0,84;
SD=0,05), wobei jeweils nur die starker exprimierte Isoform (46.9 kDa) betrachtet wurde.
In MIAPaCa-2 (MW=0,72; SD=0,01), PSN-1 (MW=0,62; SD=0,03) und BxPC-3
(MW=0,60; SD=0,01) wurde SYT13 etwas geringer exprimiert. Die Proteinexpression
erwies sich in allen Versuchen als stabil und veranderte sich nicht nach Teilung und
Subkultivierung der Zellen.
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Abbildung 6: Inmunzytochemischer Nachweis von SYT13

Es sind jeweils die Isotyp-Kontrolle (1) und die spezifische Anfarbung von SYT13 (2) gegeniibergestellt.
Die Buchstaben geben die jeweilige Zelllinie an: a Panc-1, b MIA PaCa-2, ¢ AsPC-1, d PSN-1, e Capan-1,
f DanG, g BxPC-3. Malistabsbalken: 20 um.

In allen Tumorzelllinien konnte SYT13 mittels Immunzytochemie nachgewiesen werden.
Fuar alle Zelllinien ergab sich eine deutlich starkere zytoplasmatische Anfarbung in der
SYT13-spezifischen Farbung als in der Isotyp-Kontrolle, was eine nur durch unspezifi-
sche Bindungen erfolgte Farbreaktion ausschlief3t und somit die Schlussfolgerung zu-
lasst, dass alle Zelllinien SYT13 exprimieren. SYT13 ist ein Mitglied der mit Funktionen
im Vesikeltransport assoziierten Synaptotagmin-Familie. Das Protein besitzt eine Trans-
membrandomane [37] und wird entlang der Mikrotubuli innerhalb des Zytosols transpor-

tiert [47], sodass es durch zytoplasmatische Farbungen anfarbbar ist.

3.2 Etablierung effizienter Nukleofektion

3.2.1 Auswabhl einer geeigneten Zelllinie

Die Ergebnisse aus PCR, Western Blot und Immunzytochemie legten nahe, dass SYT13
in allen der sieben untersuchten Pankreaskarzinom-Zelllinien stabil und in nachweisba-

rer Konzentration exprimiert wird.

Far die Sicherstellung der Selektion von erfolgreich shSYT13-transfizierten Zellen nach
der Nukleofektion war es essentiell, ein Selektionsmedium zu nutzen, um nicht transfi-
zierte Zellen nachtraglich zu entfernen. Die shRNA codierte fiir eine Neomycin-Resis-

tenz und stellte somit ein Uberleben erfolgreich transfizierter Zellen sicher.

Um eine adaquate Neomycin-Konzentration zu gewahrleisten, bei der nicht transfizierte
Zellen absterben, die durch die Nukleofektion angegriffenen Zellen jedoch nicht zusatz-

lich belastet werden, wurde die intrinsische Neomycin-Resistenz der verschiedenen
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Pankreaskarzinom-Zelllinien im Voraus durch Anlegen einer Neomycin-Kill-Curve ermit-
telt. Zusatzlich konnte hierdurch eine vorherige Resistenz der Zellen gegen Neomycin

ausgeschlossen werden, welche die Aussagekraft der Ergebnisse eingeschrankt hatte.
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Abbildung 7: Neomycin-Kill-Curves zu den verschiedenen Tumorzelllinien

Exemplarische Darstellung der Dokumentation fiir eine reprasentative Versuchsdurchflihrung pro Zelllinie.
24 Stunden vor Beginn wurden pro Well einer 6-Well-Platte 300.000 Zellen ausgesét und in dem gewdhnlich
fur die Subkultivierung genutzten Kulturmedium resuspendiert. An Tag 1 wurde jeweils die Konfluenz der
Zellen ermittelt und das Kulturmedium durch das mit der jeweiligen Konzentration an Neomycin versehene
Medium ersetzt. Die an Tag 1 unterschiedliche Konfluenz der Zelllinien ergibt sich aus der unterschiedlichen
Wachstumsgeschwindigkeit der Tumorzellen innerhalb der ersten 24 Stunden nach Aussaat.

Sofern im Diagramm der Graph fir 0 pg/ml Neomycin nicht sichtbar ist, fallt dieser mit dem Graph fir
50 pg/ml Neomycin zusammen. Erstellung der Grafiken mit Microsoft Excel.
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Die Untersuchungen zur Neomycin-Sensitivitat ergaben ein Ansprechen aller Zelllinien
auf die Antibiotikabehandlung. Hierbei zeigte sich die grofite Reduktion des Zellwachs-
tums bei AsPC-1, Panc-1, DanG und Capan-1. Die Zellen der Linien BxPC-3,
MIA PaCa-2 und PSN-1 besalRen eine etwas hdhere intrinsische Neomycin-Resistenz,
sodass sie weniger gut flr die Nukleofektion geeignet waren. AsPC-1 reagierte am
starksten auf Neomycin-Zugabe, weshalb eine zu starke Reduktion des Zellwachstums
der erfolgreich transfizierten, jedoch durch die Nukleofektion beeintrachtigten Zellen zu
erwarten war. Von den verbleibenden Zelllinien stellten Panc-1 und Capan-1 geeignete
Transfektionswirte dar [118, 119]. Letztendlich wurde Panc-1 fiir die weiteren Experi-
mente ausgewahlt, da diese Zelllinie eine gunstige Verdoppelungszeit von durchschnitt-
lich 2 Tagen aufwies und die Zellen sich als resistenter gegen haufige Subkultivierung

erwiesen.

Aus der Kill-Curve fur Panc-1 wurde die mittlere inhibitorische Konzentration (I1Cso) be-

rechnet. Hierflr wurde der ,IC50 Calculator” von AAT Bioquest genutzt (IC50 Calculator

| AAT Bioquest). Bei der wiederholten Auswertung unabhangiger Kill-Curves fir Panc-1

lag die ICso bei ca. 165 pg/ml. Da nach Herstellerangaben (Thermo Fisher Scientific™)
eine Konzentration von 200 bis 500 pg/ml Neomycin zur Selektion in der eukaryotischen
Zellkultur genutzt werden sollte, wurde im Folgenden ein Selektionsmedium bestehend
aus DMEM mit 10 % FBS und 250 pyg/ml Neomycin verwendet.

3.2.2 Etablierung des Verfahrens

Zur Sicherstellung der bestmoglichen Suppression der SYT13-Expression wurden durch
vielfache Durchfiihrung der Nukleofektion unter jeweils leicht veranderten Parametern

die optimalen Versuchsbedingungen ermittelt.

Um eine Konfluenz der Zellen von 80 bis 90 % am Tag der Nukleofektion zu erhalten,
wurde eine Subkultivierung und Aussaat von 1,3 Millionen Zellen in einer T-175-Flasche
4 Tage zuvor etabliert. Bei Durchfiihrung der Nukleofektion erwies sich eine Verwendung
von 5 ug des Vektors als ideal. Nach Testung der Nukleofektions-Programme DN-100,
EH-100 und FA-100 ergab sich DN-100 als am besten geeignet, da dieses die hochste
Transfektionseffizienz bei geringster Beeintrachtigung des Zellwachstums aufwies. Eine
zehnminutige Inkubation der transfizierten Zellen bei Raumtemperatur direkt nach Nuk-
leofektion zeigte sich dem direkten Uberfihren der Zellen in den Inkubator (37 °C) (iber-
legen, da nach Versuchsaufbauten mit Inkubation bei Raumtemperatur die Zellen friher
subkultiviert werden konnten und sich in allen Gruppen eine etwas geringere Elektropo-

rations-bedingte Zelldebris beobachten liel3.
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Abbildung 8: Etablierung des Nukleofektionsprozesses

Um den bestmoglichen Knockdown von SYT13 zu erhalten, wurden verschiedene Nukleofektionspro-
gramme getestet und der Erfolg mittels gPCR (oben) und Western Blot (unten) tberprift. Mit dem Programm
DN-100 konnte eine Verringerung der SYT13 Expression um bis zu 95 % bewirkt werden, wahrend der
Knockdown bei Verwendung der Programme EH-100 und FA-100 deutlich schwéacher oder gar nicht vor-
handen war.
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3.2.3 Kontrolle der erfolgreichen Nukleofektion durch Fluoreszenzmikro-

skopie

Der Erfolg der Nukleofektion wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie Uberpruft. Der zur
Transfektion verwendete Vektor enthielt einen DNA-Abschnitt fir GFP, welches bei An-
regung durch blaues Licht unter dem Fluoreszenzmikroskop grin leuchtet [115]. Durch

Begutachtung der Zellen unter Blaulicht und Vergleich mit der Hellfeldmikroskopie lasst

sich die Effizienz der erfolgten Transfektion abschatzen.

Abbildung 9: Fluoreszenzmikroskopische Uberpriifung der Nukleofektion

Exemplarische Darstellung der Uberpriifung des Nukleofektionserfolges

a und b: Hellfeldmikroskopie bzw. Fluoreszenzmikroskopie von transfizierten Panc-1-Zellen 3 Tage nach
erfolgter Nukleofektion mit 5 ug der Control-shRNA (Programm EH-100), 20x VergrofRerung

¢ und d: Hellfeldmikroskopie bzw. Fluoreszenzmikroskopie von transfizierten Panc-1-Zellen 5 Tage nach
erfolgter Nukleofektion mit 5 ug des im Kit enthaltenen GFP-Vektors (pmaxGFP™; Programm DN-100), 4x
Vergrofierung

e und f: Blick durch das Okular, Hellfeldmikroskopie bzw. Fluoreszenzmikroskopie von transfizierten Panc-
1-Zellen 2 Tage nach erfolgter Nukleofektion mit 5 ug der Control-shRNA (Programm DN-100), 10x Vergro-
Rerung

Die Uberpriifung des Nukleofektionserfolges wenige Tage nach erfolgter Transfektion
ergab eine stabile Transfektionseffizienz von 80 bis 90 %. Die Selektion der erfolgreich
transfizierten Zellen wurde durch Kultivierung in einem neomycinhaltigen Selektionsme-

dium sichergestellt.
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3.2.4 Verifikation des Knockdowns durch qPCR

Nach Etablierung des Nukleofektionsprozesses konnte stabil eine signifikante Reduktion
der Expression von SYT13 in der gPCR nachgewiesen werden. Hierbei ergab sich eine
durchschnittliche Reduktion um 83,5 % flr sh#1-transfizierte und um 90,0 % fur sh#2-

transfizierte Panc-1-Zellen.
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Abbildung 10: Relativer Knockdown von SYT13 in der qPCR-Analyse der shSYT13-transfizierten
Zellen der Linie Panc-1

Verglichen wurden die Genexpression von SYT13 in den Gruppen der sh#1- bzw. sh#2-transfizierten Zellen
und der mit Control-shRNA transfizierten Zellen; die Expression von SYT13 in der shControl-Gruppe wurde
als Referenz genutzt. Zur Darstellung der relativen Expression wurde die Ratio (2-22Ct) berechnet.

Tukey’s multiple comparisons test, Durchschnitt der drei besten Versuche, Signifikanzniveau von 5 %. Die
Fehlerbalken stellen die SD (Standard Deviation) dar.
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3.2.5 Verifikation des Knockdowns durch Western Blot

Im Western Blot liel3 sich eine signifikante Reduktion der SYT13-Expression von 81,9 %
fur sh#1 (95 % CI 0,2273 - 1,443; p = 0,0271) bzw. von 90,5 % fur sh#2 (95 % CI
0,6005 - 1,200; p = 0,0057) nachweisen.
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Abbildung 11: Kontrolle des erfolgreichen Knockdowns im Western Blot

Verglichen wurde die Expression von SYT13 in den Gruppen der sh#1- bzw. sh#2-transfizierten Zellen und
der mit Control-shRNA transfizierten Zellen auf Proteinebene; die Expression von SYT13 in der shControl-
Gruppe wurde als 100 % definiert. Die Auswertung des Western Blots erfolgte mit der Software Image J.
Tukey’s multiple comparisons test, Durchschnitt der drei besten Versuche, Signifikanzniveau von 5 %. Die
Fehlerbalken stellen die SD (Standard Deviation) dar.

Western Blot-Membran: Verwendete Zelllinie: Panc-1; es zeigt sich eine deutlich geringere Expression von
SYT13 auf Proteinebene nach Transfektion in den Gruppen sh#1 und sh#2 verglichen mit der Kontrollgruppe
shC. Programm DN-100, je 8 ug Protein, Belichtungszeit insgesamt 10 min, Aufnahme bei 1 Minute Belich-
tung. 1. Antikoérper: Invitrogen Anti-SYT13 AB 1:1000 / GAPDH Rabbit mAb, Cell Signaling Technology®
1:5000, 2. Antikdrper: anti-rabbit 2nd antibody 1:5000
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3.2.6 Der Knockdown durch shRNA besteht fiir mindestens 12 Tage

Um reproduzierbare Ergebnisse zu gewahrleisten, wurde sichergestellt, dass alle Ver-
suche zum Zeitpunkt des starkst-moglichen Knockdowns durchgefiihrt wurden, wobei
die bendtigte Anzahl an Zellen flr die einzelnen Versuche erreicht werden musste. In
der Regel wurden Experimente vier bis finf Tage nach Nukleofektion durchgefihrt. Fir
den Wound-Healing Assay wurde pro Well eine 100%ige Konfluenz benétigt und die
Zellmigration nach Einritzen der Zelldecke uber finf Tage hinweg dokumentiert, sodass
die Zellen hierfur bis ca. 10 Tage nach Nukleofektion verwendet wurden. Um sicherzu-
stellen, dass Ergebnisse dieses Assays auch nach 10 Tagen noch auf den Knockdown
von SYT13 zurtickzuflhren sind, wurde mittels gPCR der Knockdown 10-12 Tage nach
Nukleofektion Uberpruft. Auch zu diesem Zeitpunkt zeigte sich wiederholt eine signifi-
kante Suppression der SYT13-Expression.

4-5 Tage 10-12 Tage

Hm shControl
B sh#1
Bl sh#2

Relative Expression von SYT13
Relative Expression von SYT13

Abbildung 12: Vergleich der Effizienz des Knockdowns zu verschiedenen Zeitpunkten nach Nukle-
ofektion

Gegenibergestellt ist die Auswertung der gPCR bei RNA-Isolierung und gPCR nach 4-5 Tagen und nach
10-12 Tagen. Zur Darstellung der relativen Expression wurde die Ratio (2-22€t) berechnet.

Zu beiden Zeitpunkten ist ein signifikanter Knockdown von SYT13 in den Gruppen sh#1 und sh#2 im Ver-
gleich mit shControl erkennbar. Der Knockdown ist bei RNA-Gewinnung 4-5 Tage nach Nukleofektion star-
ker ausgepragt, sodass alle nachfolgenden Versuche nach Mdglichkeit in diesem Zeitraum durchgefiihrt
wurden.
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3.3 Knockdown von SYT13 reduziert Wundheilungsfahigkeit

und Zellmigration

Fir den Wound-Healing Assay wurde bei einer Konfluenz von 100 % durch Kratzen mit
einer Pipettenspitze eine ,Wunde* erzeugt. Direkt im Anschluss sowie Uber die folgen-
den 4 Tage hinweg im Abstand von 24 Stunden wurde die Zellmigration (der ,Wund-
schluss®) fotografisch dokumentiert. Die Bilder wurden mit der Software Image J ausge-
wertet und die statistische Auswertung mit Tukey's multiple comparisons test unter Ver-
wendung der Software GraphPad Prism durchgefihrt.

Panc-1 shControl sh#1 sh#2

Oh

24 h

48 h

72h

96 h

Abbildung 13: Exemplarische Abbildung der Dokumentation eines Wound-Healing Assays fiir die
verschiedenen Zellgruppen

Fir den Wound-Healing Assay wurden native Panc-1-Zellen und mit shControl, sh#1 und sh#2 transfizierte
Panc-1-Zellen sofort nach Zufigen der ,Wunde“ sowie vier Mal im Abstand von 24 Stunden fotografiert.

Durch Begutachten der zellfreien Flache (innerhalb des gelben Rahmens) wurde die Wundschlussfahigkeit
verglichen. Die Auswertung erfolgte mit der Software Image J.

In der Migrationsfahigkeit der shControl-Zellen und der unbehandelten Panc-1-Zellen
zeigte sich kein signifikanter Unterschied, das Wachstumsverhalten der beiden Gruppen
war nahezu identisch. Fir die Gruppe sh#1 ergab sich gegenilber der Kontrollgruppe

eine Verringerung der Zellmigration um durchschnittich 35,7 % (95 % CI
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0,2129 - 0,5019; p < 0,0001). Fur die sh#2-Gruppe ergab sich gegenuber der Kontroll-
gruppe eine um 38,2 % verringerte Migration (95 % CI 0,2822 - 0,4809; p < 0,0001).

Fir sh#1 ergab sich gegenuber Panc-1 eine Verringerung um 36,7 % (95 % CI
0,2235 - 0,5100; p < 0,0001), fur sh#2 eine um 39,1 % verminderte Zellmigration (95 %
Cl1 0,2839 - 0,4979; p < 0,0001).
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Abbildung 14: Wound-Healing Assay

a: Relative Zellmigrationsfahigkeit der verschiedenen Gruppen, Durchschnitt der drei besten Versuche. Der
Fehlerbalken gibt die Standardabweichung an. Die Zellmigration der mit Kontroll-shRNA transfizierten
Gruppe (Control) wurde als 100 % definiert.

b: Zellmigration der verschiedenen Zellgruppen bei Messung im Abstand von 24 Stunden. Die Konfluenz
der mit Kontroll-shRNA transfizierten Gruppe (Control) wurde als 100 % definiert.
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3.4 SYT13-Knockdown reduziert die Koloniebildungsfahigkeit

Fir den Colony Formation Assay wurden je 1000 Zellen der unterschiedlichen Zellgrup-
pen in ein Well einer 6-Well-Platte ausgesat. Nach 2 Wochen wurden die Zellen fixiert,
angefarbt, und die Anzahl gebildeter Kolonien wurde verglichen. Die statistische Aus-
wertung erfolgte mit Tukey's multiple comparisons test.

In der Koloniebildungsfahigkeit der nativen Panc-1-Zellen fand sich kein signifikanter

Unterschied zur mit Kontroll-shRNA transfizierten Zellgruppe.

Im Vergleich der Kontrollgruppe mit sh#1 ergab sich eine Reduktion der Koloniebildungs-
fahigkeit um durchschnittlich 52,4 % (95 % CI 0,1672 - 0,8808; p = 0,0067), im Vergleich
von Panc-1 mit sh#1 eine Verringerung um 52,6 % (95 % CI 0,1695 - 0,8831;
p = 0,0065). Fur sh#2 wurde eine Verringerung von 42,5 % (95 % CI 0,06856 - 0,7822;
p = 0,0213) im Vergleich zur Kontrolle festgestellt; im Vergleich zu Panc-1 lag die Ver-
ringerung von sh#2 bei 42,8 % (95 % CI 0,07083 - 0,7844; p = 0,0207).

Panc-1 shControl sh#1 sh#2

Relative Koloniebildungsfahigkeit in %

Gruppen b

Y

Abbildung 15: Colony Formation Assay

a: Relative Koloniebildungsfahigkeit der unterschiedlichen Gruppen. Durchschnittswerte der drei besten
Versuche, der Fehlerbalken gibt die SD an. Die Koloniebildung in der shControl-Gruppe wurde als 100 %
definiert.

b: Exemplarische Gegenuberstellung von Panc-1 (unbehandelte native Panc-1-Zellen) und mit shControl-,
sh#1- und sh#2-transfizierten Zellen. Aufnahme nach Fixierung mit Methanol und Anfarbung mit Kristallvio-
lett. Die Auswertung der so erhaltenen Bilder erfolgte mit der Software Image J.
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3.5 Knockdown von SYT13 reduziert die Zellviabilitat

Zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat der Zellen und somit der Zellviabilitat wurde
ein MTT Assay durchgefuhrt. Hierfir wurden 50.000 Zellen der unterschiedlichen Grup-
pen ausgesat und nach 24 Stunden MTT-L6sung sowie DMSO hinzugegeben. Der an-

schlieende Farbumschlag erfolgte proportional zur metabolischen Aktivitat der Zellen.
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Abbildung 16: MTT Assay

a: Relative Zellviabilitdt der einzelnen Gruppen. Durchschnittswerte der drei besten Versuche, der Fehler-
balken gibt die SD an. Die Viabilitat der shControl-Gruppe wurde als 100 % definiert.

b: Auswertung der mittels Mikrotiterplatten-Reader erhaltenen Absorptionswerte. Die statistische Auswer-
tung erfolgte mit GraphPad Prism, Tukey’s multiple comparisons test.

Es zeigte sich eine Reduktion der Viabilitat der beiden shSYT13-Gruppen gegenliber
der shControl-Gruppe bzw. der Gruppe der unbehandelten Panc-1-Zellen von bis zu
45,7 %. Zwischen Panc-1 und shControl ergab sich kein signifikanter Unterschied der
Viabilitat, was darauf schlie®en lasst, dass der Vorgang der Nukleofektion selbst die Vi-

abilitat der Zellen nicht beeinflusst.
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3.6 MUC13 als potenzielles Target von SYT13

Mittels In-Silico-Analyse wurden insbesondere Gene uberprift, die in der Literatur fur

andere Krebsarten mit SYT13 korreliert sind und fur welche ein méglicher gemeinsamer

Pathway beschrieben ist. Aullerdem wurden Gene untersucht, welche auf der STRING-

Webseite (www.string-db.org) als mit SYT13 interagierend angegeben sind. Zusatzlich

wurden die anderen Vertreter der SYT-Proteinfamilie untersucht. Insgesamt wurden 520

Gene Uberprtift, von welchen 123 Gene eine signifikant positive und 104 Gene eine sig-

nifikant negative Korrelation mit SYT13 aufwiesen. Fir 293 Gene ergab sich kein signi-

fikanter Zusammenhang mit SYT13-Expression im TCGA-Datensatz zum PDAC.

In der folgenden Tabelle sind die 19 Gene aufgeflihrt, die signifikant mit SYT13 korreliert

waren und einen Spearman-Korrelationskoeffizienten mit |rho| = 3,5 (p < 0,05) aufwie-

sen.

Gen Spearman- Physiologische Funktion Bekannte (prognostische) Funk- Nennung im Zusam-
Korrelations- tion in Krebsarten oder anderen menhang mit SYT13
koeffizient Erkrankungen (Beispiele) und Grund der

Uberpriifung

ANKS4B rho = 0.5229 Genaue Funktion unklar, Ziel von Zielmolekil des mit MODY im Zu- Xu et al.: Wie SYT13

(ankyrin re- (p =3.199e'*) | HNF4A in pankreatischen Beta- sammenhang stehenden Transkrip- | im Zervikalen Adeno-

peat and Zellen [120]; Interaktion mit Har- tionsfaktors HNFa, reguliert die ER- | karzinom starker ex-

sterile a mo- monin in epithelialen Geweben Stress-induzierte Apoptose in pan- primiert als in gesun-
tif domain [121], Funktion beim Aufbau des kreatischen Beta-Zellen [120] dem Uterusgewebe

containing intermikrovillaren Adhasionskom- [73]

4B) plexes [122, 123]

PLCB4 rho = 0.5008 Expression in der Retina [124], in Driver-Mutation von PLCB4 in Ader- | Dessein et al.: Wie

(Phospholi- (p =5.333e'®) | hamatopoetischen und neurona- hautmelanomen [126], hohe Ex- SYT13 in Chemothe-

pase C beta len Geweben [125]; katalysiert die | pression korreliert mit schlechterer rapie-resistenten, in-

4) Aufspaltung von PIP2 in IP3 und Prognose bei AML [127], Missense- | vasiven Zelllinien des

DAG, wodurch Zelleigenschaften Mutation von PLCB4 im Aurikulo- KRK aufreguliert
wie Teilung, Proliferation oder Mo- | kondylaren Syndrom [128], Uberex- | [130]
tilitdt reguliert werden [125] pression als negativer prognosti-

scher Faktor fir gastrointestinale

stromale Tumoren [129]

TNFRSF11A | rho = 0.4562 Transmembranprotein, lokalisiert Mutation flhrt zur Familidren expan- | Dessein et al.: Wie

(TNF recep- | (p=8.672¢e"") | u. a. auf der Oberflache von Oste- | silen Osteolyse [133] und erhoht SYT13 in Chemothe-

tor superfam- oklasten und ihren Vorgangern das Risiko fiir einen Morbus Paget rapie-resistenten, in-

ily member [131], bindet an RANK-L und akti- | des Knochens [134]; de-novo-Me- vasiven Zelllinien des
11a) (auch: viert Signalwege wie JNK, NF-kB, | thylierung in Gliomen fihrt zu Inakti- | KRK aufreguliert

RANK) p38, ERK, Akt/PKB [132], einer vierung von TNFRSF11A, das bei [130]

der Regulatoren von Knochenum- | Uberexpression die Apoptoserate

bau und Aktivierung von Osteo- der Zellen erhdht [132]; hohere Ex-

klasten; Regulation der Kommuni- | pression und positive Korrelation

kation zwischen T-Zellen und mit Metastasierung und schlechter

Dendritischen Zellen [131] Prognose im Kolorektalen Karzinom
[135]; SNP in der Nahe von
TNFRSF11A koénnte das Risiko fiir
die Ausbildung eines Mammakarzi-
noms erhéhen [136]

HNF4A rho = 0.4496 Transkriptionsfaktor, zugehérig Mutationen von HNF4A sind assozi- | Xu et al.: Wie SYT13

(Hepatocyte | (p = 1.740e'%) | zur Familie der Kernrezeptoren, iert mit dem Auftreten von MODY im Zervikalen Adeno-

nuclear fac- dessen Aktivitat durch langkettige | [140] sowie mit Makrosomie und ne- | karzinom starker ex-

tor 4q) Fettsauren beeinflusst wird [137]; onataler Hypoglykamie [141]; primiert als in
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Regulation der Differenzierung
von Entoderm in hepatische Vor-
lauferzellen [138]; Funktion in der
Regulation zirkadianer Rhythmik
intestinaler Zellen in Leber und
Kolon durch Interaktion mit
CLOCK:BMAL1 [139]

Veranderte Expression in verschie-
denen Krebsarten: Aufregulation
von P2-HNF4a im Hepatozellularen
Karzinom [142] und im Magenkarzi-
nom [143], niedrigere Expression
und Herabregulierung der Aktivitat
des Wnt/B-Catenin-Signalweges im
Zervixkarzinom [144], im PDAC Auf-
halten von Tumorwachstum und Ak-
tivierung von Genen, die mit dem
klassischen Subtyp assoziiert sind
[145]

gesundem Uterusge-
webe [73]

FOXA2 rho = 0.4487 Transkriptionsfaktor mit friher Ex- | Héhere Expression von FOXA2 STRING-Webseite:
(Forkhead (p =1.914e"% | pression in der Embryogenese, u. a. in Magen-, Leber- und Endo- mogliche Interaktion
box A2) u. a. Rolle in der Entwicklung von metriumkarzinom, im Ovarialkarzi- mit SYT13, Dessein
Organen entodermalen Ursprungs | nom Korrelation hoher Expression et al.: Wie SYT13 in
wie Leber, Lunge, Schilddriise mit langerem Uberleben [148], Auf- | Chemotherapie-resis-
oder Pankreas [146], mit PDX1 regulation von FOXA2 im Kolorekta- | tenten, invasiven Zell-
zusammen entscheidende Rolle in | len Karzinom und Funktion als On- linien des KRK aufre-
pankreatischer 3-Zell-Reifung kogen [149], Herabregulation von guliert [130]
[147]; Funktion in Glukosehoméo- | FOXA2 im PDAC und Tumorsupp-
stase und Fettstoffwechsel [146] ressorfunktion durch Inhibition von
u. a. Wachstum und Zellmigration
[150], mégliche Regulation des
FOXA2-AGR2-Signalwegs durch
miR-1291 und hierdurch reduzierte
Tumorigenitat im PDAC [151]
DDC rho = 0.4479 Decarboxylierung von L-Dopa Pathogene Genvarianten flihren Dessein et al.: Wie
(Dopa decar- | (p =2.076e"%) | bzw. L-5-Hydroxytryptophan zu zum Aromatischen-L-Aminosdure- SYT13 in Chemothe-
boxylase) Dopamin und Serotonin [152] Decarboxylase-Mangel [153]; Be- rapie-resistenten, in-
handlung von Parkinson mit L- vasiven Zelllinien des
DOPA und DOPA-Decarboxylase- KRK aufreguliert
Inhibitoren [154]; Assoziation mit [130]
verschiedenen Krebsarten: Herab-
regulation von DDC im Larynxkarzi-
nom [155] und Funktion als positiver
prognostischer Marker bei Brust-
krebs [156] und im Larynxkarzinom
[155]; Assoziation zwischen niedri-
ger DDC-Expression und geringe-
rem Uberleben beim Klarzelligen
Nierenzellkarzinom [157]; Uberex-
pression im Prostatakarzinom im
Vergleich zu benigner Prostatahy-
perplasie [158]
TOX3 rho = 0.4297 Transkriptionsfaktor, fungiert als Zusammenhang eines mit TOX3 as- | Dessein et al.: Wie
(TOX high (p = 1.292¢e°) Ca?*-abhéangiger Transaktivator soziierten SNPs mit Restless-Leg- SYT13 in Chemothe-
mobility und interagiert mit CREB und Syndrom [161, 162]; Assoziation rapie-resistenten, in-
group box CBP [159], mdgliche Funktion in von Mutationen in TOX3 mit Brust- vasiven Zelllinien des
family der Entwicklung neuronaler Vor- krebs [163] und erhdhte Expression | KRK aufreguliert
member 3) gangerzellen [160] in Brustkrebs vom luminalen Typ [130]
[164] sowie im kolorektalen Karzi-
nom [165]; inhibitorische Funktion
im klarzelligen Nierenzellkarzinom
[166]
STX1A rho = 0.4267 Mitglied der Syntaxin-Familie, die | Aufregulation bei Hochfunktionalem | Andersson et al.: Wie
(Syntaxin (p = 1.722e°) eine Funktion in Membrantrans- Autismus [169]; Zusammenhang SYT13 Korrelation
1A) port und Sekretion innehat [167], von SNPs in STX1A mit Migrane der Genexpression

Teil des SNARE-Komplexes
(STX1A, SNAP25 und VAMP?2),
Regulation der préasynaptischen
Endozytose durch Sumoylierung
von STX1A [168]

[170] und mdégliche Korrelation mit
Epilepsie [171]; méglicher immun-
histochemischer Marker fiir Brust-
krebs-Subtypen mit neuroendokri-
nen Eigenschaften [172]; héhere

mit HbA1c und Insu-
linfreisetzung [52]
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Expression in fortgeschrittenen Sta-
dien von Blasenkrebs [173]
MUC13 rho = 0.4156 Transmembranprotein, das auf Starkere Expression von MUC13 im | Xu et al.: Wie SYT13
(Mucin 13) (p = 4.943e?) der Zelloberflache epithelialer Zel- | PDAC im Vergleich mit gesundem im Zervikalen Adeno-
len und hadmatopoetischer Vorlau- | Gewebe; Uberexpression von karzinom starker ex-
ferzellen exprimiert wird, die MUC13 fihrt zu verstarkter Inva- primiert als in gesun-
héchste Gewebeexpression findet | sion, Proliferation, Zellmotilitat und dem Uterusgewebe
sich in Dickdarm und Trachea Klonalitat in Tumorzellen, wahrend [73]
[174]; Mitglied der Mucin-Protein- Suppression die Tumorigenitat min-
familie, deren membranstandige dert [176], positive Korrelation von
Vertreter als Glykoproteine eine MUC13-Expression mit Lymphkno-
Funktion in der Glykokalix inneha- | tenmetastasierung, Invasion an-
ben [175] grenzender Gewebe und kiirzerem
Uberleben bei Patienten mit PDAC
[177]; Uberexpression von MUC13
in Ovarial-, Lungen- und Kolorekta-
len Karzinomen sowie Verstarkung
u. a. von tumorigenen Eigenschaf-
ten wie Zellproliferation und Migra-
tion in diesen Krebsarten [178-180],
signifikant erhdhte Serumkonzentra-
tionen von MUC13 bei Nierenversa-
gen, kutanem Melanom sowie
ANCA-positiver Vaskulitis [181]
RNF128 rho = 0.4152 Transmembranprotein, E3 Mdgliche Assoziation mit Autoim- Xu et al.: Wie SYT13
(Ring finger (p =5.123e?) Ubiquitin-Protein Ligase, Funktion | munerkrankungen wie Typ-1-Diabe- | im Zervikalen Adeno-
protein 128) in der Induktion der Anergie von tes und Colitis ulcerosa, sowie karzinom starker ex-
(auch: T-Zellen sowie mégliche Rolle in Funktion in der Immunreaktion auf primiert als in gesun-
GRAIL) Zellzykluskontrolle und T-Zell- HIV-Infektion [182]; niedrige/feh- dem Uterusgewebe
Proliferation und -Aktivierung lende Expression als negativer [73]
[182] prognostischer Faktor in Urothelkar-
zinomen und im Lungenkarzinom
[183, 184], im Plattenepithelkarzi-
nom des Osophagus positiver Ein-
fluss von RNF128 auf Gewebsinfilt-
ration und Metastasierung [185], im
Hepatozellularen Karzinom sowie
im Kolorektalen Karzinom erhdhte
Expression in Tumorgewebe und
u. a. positiver Effekt auf Tumorzell-
proliferation, -migration und -inva-
sion [186, 187]
CLRN3 rho = 0.4094 N-Glykoprotein, lokalisiert an der Im Endometriumkarzinom tendenzi- | Xu et al.: Wie SYT13
(Clarin 3) (p = 8.736€9) Zelloberflache, erhdhte Expres- ell héhere Expression und Teil ei- im Zervikalen Adeno-
sion in spaten Stadien der Ent- nes prognostischen Modells [189]; karzinom starker ex-
wicklung von Hepatozyten aus in- | mdgliche Assoziation zwischen primiert als in gesun-
duzierten pluripotenten Stammzel- | SNP in CLRN3 und kognitiver Leis- | dem Uterusgewebe
len [188], insgesamt wenige Publi- | tungsfahigkeit bei M. Parkinson [73]
kationen vorhanden [190]
STX3 rho = 0.3758 SNARE-Protein, das eine Rolle im | Verlust einer funktionsfahigen Form | STRING-Webseite:
(Syntaxin 3) (p = 1.590e7) Membrantransport spielt [191]; Lo- | von STX3 fuhrt zu Microvillus inclu- | mégliche Interaktion
kalisation an der apikalen Memb- sion disease (MVID) [195] und zu mit SYT13
ran intestinaler Zellen [192]; Funk- | Netzhautdystrophie [196]; protektive
tion in der Mastzelldegranulation Eigenschaft im Lungenkarzinom
[193] und in Transportvorgangen [197]; fungiert in Brustkrebs als On-
in Fotorezeptoren [194]; mdgliche | kogen iber den PTEN-PI3K-Akt-
funktionelle Assoziation mit dem mTOR Signalweg [198]
Serotonin-Transporter (SERT)
[191]
PDX1 rho = 0.3728 Starke Expression in Beta-Zellen Homozygote Mutation fiihrt zu Pan- | Esguerra et al.: Wie
(Pancreatic (p = 2.035e7) und Delta-Zellen der Langerhans- | kreasagenesie, Assoziation hetero- | SYT13 Herabregula-
Duodenal Inseln, als Transkriptionsfaktor zygoter Mutation mit MODY4 [199]; | tion der Expression
entscheidende Rolle in der Expression im PDAC korreliert mit bei Knockdown von
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Homeobox- embryonalen Entwicklung des schlechterer Prognose, Lymphkno- GASS5 in Beta-Zellen
1) Pankreas und der Reifung von tenmetastasen und histologischem und Behandlung mit
Beta-Zellen; auch in anderen Tumorgrad, jedoch keine Expres- Glukokortikoiden [54]
gastrointestinalen Geweben zu sion in Pankreaskarzinom-Zelllinien
finden [147, 199] [200], Hinweise auf Einfluss auf Tu-
morentstehung des PDAC in vitro
[201]; hingegen Reduktion von Mig-
ration und Invasion in Tumorzellen
mit kiinstlicher Uberexpression von
PDX1 [202]; Uberexpression von
PDX1 u. a. auch in Prostatakarzi-
nom, Insulinom, Magenkarzinom
und Kolorektalem Karzinom [201]
EPCAM rho = 0.3666 Vielfache physiologische Funktio- | Mdglicher Einfluss auf epithelial- Wang et al.: Wie
(Epithelial (p =3.331e7) nen in der Regulierung von Zell- mesenchymale Transition und Me- SYT13 veranderte
cell adhesion proliferation, -adhasion, -migration | tastasierung [203], u. a. erhOhte Ex- | Expression in platin-
molecule) und -invasion [203] pression und Korrelation mit resistentem Ovarial-
schlechter Prognose in Pankreas- karzinom [77]
karzinom [204], Kolorektalem Karzi-
nom [205] und Brustkrebs [206];
hingegen beispielsweise Assozia-
tion zwischen hoher Expression und
positiver Uberlebensprognose in
Osophaguskarzinom [207]; Tufting-
Enteropathie bei Mutation beider Al-
lele und Assoziation mit Lynch-Syn-
drom bei Deletion auf einem Allel
durch nachfolgende Inaktivierung
von MSH2 [208]
SCGB2A1 rho = 0.3641 Teil der Uteroglobin-Familie [209], | Uberexpression in Brustkrebs [209], | Xu et al.: Wie SYT13
(Secretoglo- | (p =4.069¢e7) physiologische Funktion unklar, Uberexpression und mdgliche im- im Zervikalen Adeno-
bin family 2A mogliche Regulation von muntherapeutische Zielstruktur im karzinom starker ex-
member 1) / SCGB2A1 durch Androgene [210] | Ovarialkarzinom [211], unabhangi- primiert als in gesun-
Mammaglo- ger prognostischer Faktor im Kolo- dem Uterusgewebe
bin B rektalen Karzinom [212] [73]
VIL1 rho = 0.3517 Aktin-modifizierendes Protein, das | Reduzierte Villin-Expression assozi- | Bakthi et al. [47], Xu
(Villin 1) (p= calciumabhangig mit den Aktinfila- | iert mit Progressiver Familiarer In- et al.: Wie SYT13 im
0.000001054) | menten der Mikrovilli interagiert trahepatischer Cholestase [215] so- | Zervikalen Adenokar-
und mit verschiedenen Zellfunktio- | wie geringere oder abnorme Ex- zinom starker expri-
nen wie Motilitat und Zellmorpho- pression bei chronischer Pankreati- | miert als in gesundem
logie assoziiert ist [213], Expres- tis [216]; Mdglicher diagnostischer Uterusgewebe [73]
sion in intestinalen Epithelien, dort | Biomarker fiir zervikale Adenokarzi-
anti-apoptotische Funktion [214] nome [217]; im Hepatozelluldren
Karzinom Korrelation hoher Expres-
sion mit Rezidiv und schlechter
Prognose [218]
ARID5A rho =-0.3523 Mitglied der ARID (A-T Rich Inter- | Geringere Expression in Brustkrebs, | Wang et al.: Wie
(AT-rich (p= action Domain) Proteinfamilie, die | Assoziation zwischen geringer Ex- SYT13 veranderte
interaction 0.000001009) | ARID5-Subfamilie umfasst se- pression und unglinstiger Prognose | Expression in platin-
domain 5A) quenzspezifische Transkriptions- bei Mammakarzinom [221], in Glio- resistentem Ovarial-
faktoren [219]; Aufgabe von men erhéhte Expression und Asso- | karzinom [77]
ARIDS5A in der Stabilisierung von ziation mit schlechter Prognose
mRNA als RNA-bindendes Pro- [222], in PDAC und Kolorektalem
tein, verschiedene regulatorische Karzinom hohere Expression in Tu-
Funktionen in Immunantwort, Au- morzelllinien mesenchymalen Pha-
toimmunitat und Inflammation notyps und Funktion in der Immune-
[220] vasion [223]
NASP rho = -0.3647 Erster Nachweis im Zytosol huma- | In verschiedenen Krebsarten Uber- | Wang et al.: Wie
(Nuclear (p = 3.886e7) ner primarer Spermatozyten und expression von NASP: Erhohte Ex- | SYT13 veranderte
autoantigenic Spermatiden, hohe akrosomale pression im Hepatozelluldren Karzi- | Expression in platin-
sperm Expression in Spermatozoen nom sowie Funktion in Entstehung resistentem Ovarial-
protein) [224], Bindung an Histone H3/H4 und Proliferation [227], Uberexpres- | karzinom [77]

als Chaperon und Kontrolle iber

sion im Ovarialkarzinom im

72




Ergebnisse

ein Depot von Islichem H3/H4
durch Interaktion mit Heat-Shock-
Proteinen [225]; als Linker-Histon
H1 bindendes Chaperon fir physi-
ologischen Ablauf von DNA-Repli-
kation und Zellzyklus notwendig
[226]

Vergleich zu gesundem Gewebe
[228], Inverse Korrelation mit miR-
29c im Magenkarzinom, welches
mit geringerer Zellproliferation,
Apoptose und Zellzyklusarrest kor-
reliert ist [229]

ADA
(Adenosine
deaminase)

rho = -0.3657
(p = 3.574€”)

Haushaltsgen des Purinstoffwech-
sels [230]: Enzym katalysiert die
Desaminierung von Adenosin zu |-
nosin [231]; immunmodulatorische
Funktion durch Regulation des A-
denosin-Levels [232], Stimulation
der T-Zell-Differenzierung [233]

Mangel von ADA fiihrt zum Schwe-
ren kombinierten Immundefekt
(SCID) [230]; veranderte Aktivitat
von ADA in verschiedenen Autoim-
munerkrankungen wie SLE und
Sklerodermie [232]; erhéhte Expres-
sion im Kolorektalen Karzinom im

Dessein et al.: Wie
SYT13 in Chemothe-
rapie-resistenten, in-
vasiven Zelllinien des
KRK aufreguliert
[130]

Vergleich zu gesundem Gewebe
[234]

Tabelle 17: Auflistung der nach Auswertung der TCGA PAAD-Kohorte mit SYT13 am starksten kor-
relierenden Gene

Aufgeflihrt sind die 19 Gene mit einem ermittelten Betrag des Spearman-Korrelationskoeffizienten von
[rho| = 3,5 und einem Signifikanzniveau von p < 0,05.

Beschreibung von physiologischer Proteinfunktion, bekannter Funktion in verschiedenen Krebsarten oder
anderen Erkrankungen und Begriindung der Auswahl zur Uberpriifung des Proteins. Die Funktion wurde
zunachst auf der Webseite www.proteinatlas.org grob gesichtet, anschlieRend wurde eine Literaturrecher-
che zur Ermittlung der Eigenschaften im physiologischen und pathologischen Zustand vorgenommen. Da
die untersuchten Proteine jeweils mehrere Funktionen innehaben und verschiedenste Assoziationen zu Er-
krankungen bestehen, sind nur die wichtigsten Beispiele aufgelistet, die die Entscheidungsgrundlage fur die
Auswahl des weiteren Zielproteins bildeten. Eine vollstdndige Darstellung aller Funktionen und Assoziatio-
nen kann hier nicht gewahrleistet werden.

Gene, bei welchen der Betrag des Spearman-Korrelationskoeffizienten kleiner als 3,5

war, deren Expression jedoch signifikant positiv mit SYT13-Genexpression korreliert:

ABCC2, ABCC3, ABCC6, ABCC8, AGR3, APC, ASRGL1, B3GALT2, BAMBI, C20rf88,
C160rf73, CAPN8, CAPN9, CD164, CDH1, CDH17, CEACAMS, CHGA, CLDN18,
CLEC3A, COG7, COL28A1, CTSE, DIP2B, DQX1, DUSP26, EEF1A2, EFNB1, EPHA4,
F11R, FABP1, FAT1, FGD4, GABRG2, GPC5, GPRIN1, GRM8, HINT1, HMGCS2,
KBTBD11, KCTD14, KIAA1199, KIAA1324, KLF5, LECT2, LGR5, LIN7C, LONP2,
MACROD2, MAPK3, MMP1, MRPS33, MYCN, MYO1A, MYO7B, NDUFA1, NRXN1,
ORMDL3, PGAP3, PLEK2, PLEKHB2, PNRC1, PPP2R2C, PRSS16, PTK2, PTPRT,
RALYL, REG4, RND1, SCFD1, SCG5, SERPINA10, SEZ6L, SGPP2, SLC6A10P,
SMPDL3A, SNAP25, SPC25, SPC25, SSBP3, STXBP1, SUSD4, SYN2, SYT4, SYT5,
SYT7, SYT9, SYT14, SYT16, SYT17, TEP1, TFCP2L1, TFF1, TMEM98, TMEM106C,
TMEM233, TRUB1, TSEN15, TSGA10, TTR, UBL5, UNC13B, VNN1, VSTM2A, ZNF91,
ZNF618, ZNF620

Gene, bei welchen der Betrag des Spearman-Korrelationskoeffizienten kleiner als 3 war,
deren Expression jedoch signifikant negativ mit SYT13-Genexpression korreliert:

ACADVL, ACRC, ADORA3, ADRB2, ARHGAP4, ARHGDIA, ARHGDIB, ARL4C, ARSF,
ATP8B2, BCL2, C1orf162, C50rf34, C130rf35, CALB2, CAMK1D, CARD9, CCL2, CCLS5,

CD163, CDK2, CEBPB, CHRD, CLDN6, CLDN11, CMTM7, COL9A3, CPAMDS8, CST®6,
CXCL12, CXCR4, DAZL, DPT, DUSPZ2, EIF4EBP1, EMILIN2, EVI2A, FCGR2A,

73



http://www.proteinatlas.org/

Ergebnisse

FCGR2B, GABARAPL1, GCSH, GPC1, GRB2, H19, HAVCR2, HCLS1, HIST1H4l,
IFI44L, IGFBPG, IGFL2, IL10RA, ISYNAT1, ITGAD, KCND2, LAPTMS, LDHB, MAGEB?2,
MCM6, MFAP5, MLH1, MSH6, MTOR, MYADM, NFKBIA, NFKBIZ, NNMT, NUP43,
NUPR1, OSR1, PCDHB2, PLEK, PNOC, PRDM6, PTGER1, RFC5, S100A4, SCEL,
SEMAS3A, SFRP2, SH3PXD2A, SIGLEC11, SIVA1, SMO, SNAI2, SOCS3, SOX17,
SPATC1, SPON2, STAB1, STC2, SWAP70, TNNI2, TP53, TPM2, TRIO, UBXN2A, VIM,
VSIG4, WT1, XIRP2, YEATS2

Gene, die in der Literatur im Zusammenhang mit SYT13 genannt und tberprift wurden,

jedoch keine signifikante Korrelation aufwiesen:

AADAC, ABCA2, ABCC5, ABCG2, ABI3BP, ACAT2, ACRV1, ADCY4, ADCY9,
ADORA3, AKR1C1, AKT1, AMPD1, APCDD1L, ASCL2, ASNS, AUTS2, AVP,
B4GALTS3, BAD, BAX, BRAF, BRCA1, BRCA2, BUB1, C1orf109, C100rf91, C14orf2,
C170rf55, CA12, CAPG, CCDC117, CCDC136, CCNB2, CCND1, CDC27, CDC42EP4,
CDCAZ2, CDCA7, CDH2, CDK4, CDKN1A, CDKN2D, CDO1, CENPN, CEP57, CHCHDZ,
CKS2, CLECL1, CNIH4, CNTNAP2, COMT, COX6A1, COX7B, CRIPT, CSTA,
CTAG1B, CTCFL, CXCL5, CYC1, CYP1A2, CYP26A1, DBN1, DIDO1, DMD, DNAJC15,
DPP7, DSG3, DTL, DUSP5, EBNA1BP2, EDN2, EGR1, EGR2, EHBP1L1, EML4,
ENTPD4, EPAS1, EPHAG, EPHB1, ERRFI1, ESM1, ESR1, FAM162A, FANCL, FBXWA4,
FBXW12, FCGBP, FDPS, FGFR2, FKBP5, FMR1NB, FOLR1, FOS, FOXC2, FOXI1,
GABBR2, GAPDH, GBAS, GNB1, GNPTG, GOLT1A, GPC4, GRB10, GRM1, GSTA1,
GSTAS, GSTP1, H2AFV, HBA1, HBA2, HBB, HBEGF, HBG1, HIF3A, HIRA, HIST1H1D,
HIST1H2BC, HIST1H2BE, HIST1H2BN, HIST1H3G, HIST1H4B, HIST1H4C,
HIST1H4F, HIST1H4H, HIST1H4L, HMCN1, HMGA2, HNRNPL, HPN, HSPE1, HUNK,
IDO1, IFI6, IGFBP2, IGFBP7, IL1B, IL1RAPL2, INPPSD, INTS9, JAK2, KCNQ1,
KIAA2018, KIF2C, KIT, KLK10, KRAS, LAMB3, LAMC2, LANCL2, LHX4, LIN28A
LIN28B, LOC441294, LRRCS9, LTF, MA-GEA11, MACF1, MAEL, MAGEA1, MAGEAS,
MAGEA4, MAGEAG6, MAGEA12, MALAT1, MDM2, MELK, METRN, METTLS, MFI2,
MGAT4A, MICAL2, MID1, MIF, MMP7, MMP10, MPP6, MPZL1, MRPS17, MSLN,
MURC, MYB, MYC, MYCBP, MYO19, MYRIP, NDC80, NDUFB3, NELL2, NF1, NUF2,
OVOL1, OXA1L, PAFAH1B1, PARD3B, PCDHB1, PCDHGA1, PCSK9, PDE4A, PDEGB,
PIGZ, PIK3CA, PLK3, PMP22, POLA2, POP7, POU2AF1, POU2F1, PPP1R1B, PRCC,
PRDM4, PRPF8, PRRT2, PSAT1, PSG2, PSPH, PTPMT1, PURB, PYCR1, RAB38,
RABEPK, RALA, RARA, RASAL2, RBM33, RBM39, RHOA, RND2, RSRC1, RTN1,
S100A1, SCGB1D2, SCGB2A2, SCNN1G, SEC61G, SFPQ, SFTPD, SFXN1, SLC6A14,
SLC25A16, SLC29A4, SLIT2, SNRPE, SOX8, SPINK1, SREBF1, SRP19, SSBP1,
ST6GAL1, STAT3, STYK1, SYT1, SYT2, SYT3, SYT6, SYT8, SYT10, SYT11, SYT12,
SYT15, SYTL1, TCEB1, TFDP1, TGFBR2, TKTL1, TMEM136, TMEM139, TNNI3,
TP53TG1, TP73, TRAPPC6A, TRIAP1, TRIM24, TRPM8, TUBB2B, UBD, VAMP2,
VRK2, WAC, WDR70, WWOX, XRCC1, ZBTB12, ZBTB38, ZNF14, ZNF45, ZNF48,
ZNF185, ZNF385B, ZNF395, ZNF560, ZNF573, ZNF777

Aus den am starksten mit der Expression von SYT13 korrelierten, GUberpriften Genen

wurde MUC13 fir die weiteren Versuche ausgewahlt. Von den naher betrachteten Ge-

nen, fur die eine Funktion im PDAC bekannt ist, waren nur FOXA2 und HNF4A starker

mit SYT13 korreliert als MUC13. SYT13 ist nach den Ergebnissen der In-Silico-Analyse

mit beiden Genen positiv korreliert, die Expression von HNF4A wirkt jedoch inhibitorisch

auf das Wachstum des PDACs und fuhrt zur Ausbildung epithelialer Eigenschaften in
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Tumorzellen [145]. Eine Inhibition des Tumorsuppressorgens FOXA2 flihrt zur Verstar-
kung tumorigener Eigenschaften [150], sodass auch hier eine positive Korrelation mit
SYT13, flr das sich in dieser Arbeit nach Knockdown ein gegenteiliger Effekt zeigte,

nicht sinnvoll erscheint.

Die Auswahl von MUC13 als zweites Zielgen basierte auf der Tatsache, dass fir MUC13
in verschiedenen Tumorarten eine vergleichbar veranderte Expression wie von SYT13
beschrieben ist: Beispielsweise werden beide Gene in Lungenkarzinom und Kolorekta-
lem Karzinom starker exprimiert als im jeweiligen gesunden Gewebe [63, 67, 179, 180].
Dass SYT13 und MUC13 als Transmembranproteine zusatzlich in raumlichem Zusam-
menhang stehen kdénnten [37, 102], war ein weiterer Grund fur die Auswahl. Nicht zuletzt
zeigt sich im PDAC bei Suppression von MUC13 ein Effekt, der den in dieser Arbeit
beschriebenen Auswirkungen eines SYT13-Knockdowns ahnelt: Der Knockdown von
MUC13 in Pankreaskarzinom-Tumorzelllinien fihrt zu signifikant geringerer Invasionsfa-
higkeit, Zellmotilitdt, Klonalitdt und Proliferation, wahrend eine Uberexpression von
MUC13 eine starkere Auspragung tumorigener Eigenschaften bewirkt [176]. Somit

wurde MUC13 als zweites Zielgen gewahlt.
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3.7.1 Die Proteinexpression von MUC13 ist in allen untersuchten Tumor-

zelllinien nachweisbar
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Abbildung 18: Proteinexpression von MUC13 in verschiedenen Zelllinien

Exemplarische Darstellung der Expression von MUC13 in den Pankreaskarzinom-Zelllinien Panc-1,
MIA PaCa-2, AsPC-1, PSN-1, Capan-1, DanG und BxPC-3 mittels Western Blot. Belichtungszeit insgesamt
10 min, je 8 ug Protein, 1. Antikorper: Invitrogen Anti-MUC13 AB 1:1000, 2. Antikdrper: anti-rabbit 2nd anti-
body 1:5000. Zum Vergleich der relativen Expression wurde Panc-1 als Referenz gleich 1 gesetzt.

Das Proteinprodukt von MUC13 lief3 sich in allen sieben untersuchten Pankreaskarzi-
nom-Zelllinien nachweisen. Hierbei wurde im Vergleich der Linien miteinander eine ho-
here relative Proteinexpression in Panc-1 (als Referenz gleich 1 gesetzt), AsPC-1
(MW=1,18; SD=0,16), PSN-1 (MW=1,15; SD=0,05) und Capan-1 (MW=1,09; SD=0,17)
beobachtet, wahrend die Proteinexpression bei MIA PaCa-2 (MW=0,93; SD=0,09),
DanG (MW=0,76; SD=0,04) und BxPC-3 (MW=0,56; SD=0,14) etwas geringer war. Es
wurde nur die starker exprimierte Isoform betrachtet. Auch hier fand sich wie bei SYT13
ein stabiles Expressionsmuster und keine Veranderung der Proteinexpression nach

mehrfacher Passagierung und Subkultivierung der Zellen.

3.7.2 Die Proteinexpression von MUC13 lasst sich auch immunzytoche-

misch nachweisen

Im Folgenden wurde die Expression des Proteinproduktes von MUC13 mittels Immunzy-
tochemie verifiziert. Wie flir SYT13 wurde auch hier eine Isotyp-Kontrolle mit einem un-
spezifischen IgG-Antikdrper durchgefihrt, um eine auf unspezifische Bindungseffekte

zurlckzufihrende Anfarbung der Zellen sichtbar zu machen.
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durch posttranskriptionale und posttranslationale Modifikation erklart [85, 248]. Wahrend
fur HCC-Zelllinien SYT13-Monomere und -Dimere beschrieben sind [85], konnte in
PDAC-Linien nur das Monomer detektiert werden. Bei Auswertung des Western Blots
zeigte sich in einigen Fallen eine zweite Bande unterhalb der SYT13- bzw. MUC13-
Bande (Abbildung 5, Abbildung 18). Diese kénnte durch die Nutzung polyklonaler Anti-
kérper und daraus folgende ektope Bindung erklart werden; in der GAPDH-Kontrolle, fir
die ein monoklonaler Antikdrper zur Verfigung stand, zeigte sich konstant nur eine
Bande. Eine weitere Begriindung ist das Vorliegen von Abbruch- oder Zerfallsprodukten,

die somit niedermolekularer als SYT13 bzw. MUC13 sind.

Die Proteinexpression von SYT13 konnte auch in der Immunzytochemie fur alle unter-
suchten Zelllinien bestatigt werden. Der Nachweis einer detektierbaren Anfarbung von
SYT13 in Tumorzellen bei insgesamt geringer Expression des Zielproteins legt den

Grundstein fur eine spatere Untersuchung der SYT13-Expression an Patientengewebe.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich in dieser Arbeit kein klarer Trend der
SYT13-Expression bezlglich des Differenzierungsgrades untersuchter Zelllinien zeigt.
Wie im Magenkarzinom konnte in einer aus Aszites gewonnenen Zelllinie ein vergleichs-
weise hohes Expressionsniveau auf mRNA- sowie Proteinebene ermittelt werden. Hier-
bei ist die insgesamt eher niedrige Expression in allen PDAC-Zelllinien zu bedenken,
welche die Vergleichbarkeit einschranken konnte. In einem weiteren Schritt ware es
sinnvoll, die in vitro ermittelten Daten, insbesondere den Nachweis von SYT13 mittels
ICC, an klinischen Gewebeproben zu replizieren, um einen moéglichen prognostischen
Nutzen der Unterscheidung von high- und lowSYT13-Gruppen, ahnlich wie beispiels-
weise fir Magenkarzinom [60] und Lungenadenokarzinom [63] beschrieben, zu ermit-
teln. So kdnnte perspektivisch eine Aussage Uber eine Korrelation der SYT13-Expres-
sion und Tumordifferenzierung oder Metastasierung moglich und ein tieferes Verstand-

nis fur die Rolle von SYT13 im PDAC erlangt werden.

4.2.2 Auswirkungen des Knockdowns von SYT13

In dieser Arbeit konnte eine signifikante Reduktion von Zellviabilitat, Migration und Klo-
nalitdt nach shRNA-vermitteltem Knockdown von SYT13 in der Pankreaskarzinom-Zell-
linie Panc-1 nachgewiesen werden: Die Zellmigration in SYT13-Knockdown-Zellen war
gegenuber der Kontrollgruppe um bis zu 38,2 % verringert, eine Senkung der Klonalitat
um bis zu 52,4 %, und eine Reduktion der Viabilitdt um bis zu 45,7 % wurden beobach-
tet.
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Diese Ergebnisse sind vereinbar mit Zelllinienuntersuchungen zu anderen Tumorarten.
So untersuchten Kanda et al. im Adenokarzinom des Magens die Auswirkung eines
Knockdowns von SYT13 mittels siRNA (siSYT13) auf die Viabilitat von Tumorzellkultu-
ren. Sie wahlten hierflr die Magenkarzinom-Zelllinie MKN45, die sich durch geringe Dif-
ferenzierung bei hohem Transkriptionsniveau von SYT13 auszeichnet. Die Suppression
von SYT13 durch siSYT13 hatte keinen Einfluss auf Proliferation und Apoptoserate der
Zellen, jedoch konnte im Vergleich zu nicht mit siSYT13 behandelten Kontrollgruppen
eine signifikante Reduktion von Invasion und Migration nachgewiesen werden [60].
Uberexpression von SYT13 in MKN74-Zellen fiihrte hingegen zu einer verstérkten
Proliferation [61]. Auch in einer Studie von Shao et al. zur Funktion von SYT13 im Plat-
tenepithelkarzinom des Osophagus zeigten sich vergleichbare Ergebnisse: Ein Knock-
down von SYT13 in den beiden Tumorzelllinien Eca-109 und TE-1 hatte jeweils negative
Auswirkungen auf Proliferation, Koloniebildung, Migration bzw. Zellmotilitat und férderte
die Apoptose der Tumorzellen [65]. In vergleichbaren Zelllinien-Experimenten zum
Adenokarzinom der Lunge konnte eine niedrigere Klonalitat sowie eine geringere Prolife-
rationsfahigkeit von mit shSYT13 transfizierten Tumorzelllinien nachgewiesen werden.
Zusatzlich ergab sich eine erhdhte Apoptoserate, wobei der Zellzyklus vermutlich in der
G2-Phase arretiert wurde. Wahrend sich in transfizierten Zellen der Linie H1299 eine
signifikant niedrigere Zellmigrations- und Invasionsfahigkeit nach Transfektion zeigte,
konnte in Zellen der Linie A549 kein signifikanter Unterschied dieser beiden Parameter
nach Knockdown von SYT13 beobachtet werden [63]. Um auszuschlie3en, dass die in
dieser Arbeit ermittelten Effekte auf die Zellmigration in direktem Zusammenhang mit der
verwendeten Zelllinie Panc-1 stehen, ist die Verifikation und Reproduktion der Ergeb-
nisse an einer weiteren Pankreaskarzinom-Zelllinie notwendig. Nichtsdestotrotz zeigte
sich in mehrfachen, unabhangigen Durchfuhrungen von Transfektion und Wound-Heal-
ing Assay eine signifikante Reduktion der Zellmigration um 35,7 % bzw. 38,2 % im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe, und um 36,7 % bzw. 39,1 % im Vergleich zu nativen Panc-1-
Zellen, was auf einen starken Einfluss von SYT13 auf die Migrationsfahigkeit von Tu-
morzellen auch im PDAC hinweist und mit In-vitro-Daten anderer Tumorentitaten verein-

bar ist.

Auch nach Knockdown von SYT13 in den Darmkrebs-Zelllinien RKO und HCT116 zeigte
sich eine signifikant erniedrigte Proliferations- und Koloniebildungsfahigkeit beider
Linien. Zusatzlich waren Migrations- und Invasionsfahigkeit von mit shSYT13 transfizier-
ten Tumorzellen hier deutlich vermindert. Die Tatsache, dass nach Knockdown von
SYT13 eine erhdhte Apoptoserate sowie ein G2-Phase-Zellzyklusarrest festgestellt

wurde, unterstiitzt die Annahme eines inhibitorischen Effekts des SYT13-Knockdowns
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auf die Zellproliferation [67]. Interessanterweise konnte in Chemotherapie-resistenten
Klonen der Kolonkarzinom-Zelllinie HT-29 sowie in aus diesen gewonnenen Xenografts
unter anderem eine starkere Expression von SYT13, CXCR4, BAMBI und GRB10 als in
einer nichtresistenten Zelllinie ermittelt werden. 5-FU- oder MTX-resistente Zelllinien
wiesen eine starkere Invasivitat sowie Metastasierung im Tiermodell auf [130], was fur
die tumorférdernde Wirkung von SYT13 spricht und die Erkenntnis von Li et al. bestarkt,
dass in vitro nach SYT13-Silencing eine geringere Invasivitat bzw. bei Vorhandensein
von SYT13 aggressivere Eigenschaften beobachtet werden kénnen [67]. Es liegen bis-
her keine vergleichbaren Daten zum Pankreaskarzinom vor, jedoch kdnnte die vergleich-
bare Auswirkung des SYT13-Knockdowns auf zellularer Ebene einen Hinweis auf ahnli-

che zugrunde liegende Mechanismen liefern.

Nicht zuletzt zeigte sich auch in Zellkultur-Versuchsreihen mit der Brustkrebs-Zelllinie
MCEF-7 eine verringerte Zellproliferation nach Knockdown von SYT13 mittels siRNA und
eine erhéhte Proliferation nach Uberexpression in der Zelllinie MDA-MB-231. Der Knock-
down von SYT13 fuhrte zusatzlich zu einem G1-Phase-Arrest, wahrend der Anteil an
Zellen in der S-Phase des Mitosezyklus abnahm. Des Weiteren wurde die Expression
von Cyclin D1 und CDK4 verringert, wahrend die Expression von p21 bei SYT13-Knock-
down zunahm. Bei Uberexpression von SYT13 zeigten sich entgegengesetzte Ergeb-
nisse. Da der Knockdown von SYT13 zu einer erhohten Apoptoserate filhrte, sowie die
Expression des antiapoptotischen BCL2 senkte und die des proapoptotischen BAX for-
derte, lasst sich eine antiapoptotische Wirkung von SYT13 schlussfolgern. Zusatzlich
zeigten sich eine verringerte Migrationsfahigkeit der Zellen im Wound-Healing Assay so-
wie eine Erhéhung der Expression von E-Cadherin und eine Verringerung ebendieser
von Vimentin in den SYT13-Knockdown-Zellen. Eine Aktivierung des FAK/AKT-Signal-
weges konnte den Effekten zugrunde liegen [59]. Auch diese Erkenntnisse sind mit der
in dieser Arbeit ermittelten signifikanten Senkung der Zellmigration um bis zu 38,2 %,
Reduktion der Klonalitat um Uber die Halfte, und Senkung der Viabilitat um bis zu 45,7 %
gegeniber der Kontrollgruppe vereinbar. Die Untersuchung der Auswirkung des SYT13-
Knockdowns auf Apoptose und Zellzyklus ist der nachste Schritt, um ein umfassendes
Verstandnis der Funktion von SYT13 im PDAC zu erhalten und wird in einer anderen
Arbeit (Pan, Yuetian (2024): Synaptotagmin 13 as a potential target for pancreatic cancer
treatment, Dissertation, LMU Minchen: Medizinische Fakultat) vertieft, in der auch fir
das PDAC eine hoéhere Apoptoserate sowie ein Zellzyklusarrest nach SYT13-Knock-

down ermittelt werden konnten [251].

Auch eine Uberpriifung der Ergebnisse im Mausmodell kénnte perspektivisch eine gute

Maoglichkeit darstellen, die Hinweise auf Tumorigenitat zu stutzen. Kanda et al.
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verglichen das peritoneale Tumorwachstum in Mausen, welchen Tumorzellen der Ma-
genkarzinom-Zelllinie MKN45 abdominal als Xenograft eingebracht wurden. In der
Gruppe, in der intraperitoneale Injektionen mit siSYT13 erfolgten, wurde im Vergleich zur
Kontrollgruppe ein geringeres Tumorwachstum beobachtet. Zusatzlich zeigte sich eine
signifikant 1angere Uberlebenszeit der siSYT13-Gruppe [60], vergleichbare Effekte zeig-
ten sich in einem nachfolgenden Versuchsaufbau bei intraperitonealer Injektion von Anti-
SYT13 ASOs (Antisense Oligonukleotiden) [61], was mit dem in Zelllinien beobachteten,
weniger aggressiven Wachstumsverhalten nach Transfektion und Knockdown von
SYT13 im Einklang steht. Auch bei Li et al. konnte in einer Studie zum Kolorektalen
Karzinom im Mausmodell eine Auswirkung des SYT13-Knockdowns auf das Tumor-
wachstum festgestellt werden. Mause, welchen mit shSYT13 transfizierte Tumorzellen
eingepflanzt wurden, zeigten im Vergleich zu Mausen mit shControl-transfizierten Zellin-
jektionen ein langsameres Tumorwachstum, geringeres Tumorgewicht sowie einen nied-
rigeren Ki-67-Index, was auf eine treibende Rolle von SYT13 bei der Tumorentwicklung
hinweisen konnte [67]. Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich bei Shao et al. in analog
aufgebauten Mausexperimenten mit shSYT13-transfizierten Osophaguskarzinom-Zellen
[65]. Da die ermittelten Effekte aus Zellkultur-Versuchen zum Knockdown von SYT13 in
Magen-, Osophaguskarzinom und Kolorektalem Karzinom den hier erhaltenen Ergeb-
nissen zum PDAC entsprechen, kénnten Tierversuche im PDAC einen vielversprechen-

den Ansatz darstellen.

Die in dieser Arbeit zum PDAC beschriebenen, mit einem Grofdteil der bisherigen Er-
kenntnisse einer onkogenen Funktion von SYT13 in verschiedenen Tumorarten konfor-
men Ergebnisse, stehen jedoch im klaren Widerspruch zu friheren Studien von Jahn et
al. zum Hepatozellularen Karzinom — hier konnte SYT13 als Tumorsuppressorgen ermit-
telt werden: Durch shRNA-vermittelten Knockdown von SYT13 wurde in einer etablier-
ten, eingeschrankt tumorigenen mikrozell-hybrid-Zelllinie deren Tumorigenitat im Rat-
tenmodell wieder hergestellt, und die Zelllinie ahnelte in Morphologie und Wachstumsei-
genschaften wieder der urspriinglichen, aggressiveren Krebszelllinie. Somit konnte die
Funktion von SYT13 als Tumorsuppressorgen bestatigt werden [84]. Auch nach ektoper
Expression von SYT13 durch vektorbasierte Transfektion in der Ratten-Leberepithel-Tu-
morzelllinie GNG6TF konnten Jahn et al. bei Vorliegen von SYT13-Dimeren die Morpho-
logie und Wachstumseigenschaften von Nicht-Tumorzellen wie Kontakthemmung, Errei-
chen einer maximalen Zellkonfluenz, Fehlen von verankerungsunabhangigem Wachs-
tum in Agarose, sowie eine deutlich herabgesetzte Tumorigenitat in vivo nachweisen,

was die Annahme einer Tumorsuppressorfunktion von SYT13 im HCC unterstitzt [85].

89



Diskussion

Insgesamt legen die Ergebnisse von Jahn et al. eine Tumorsuppressorfunktion von
SYT13 im HCC nahe, was bedeutet, dass die Funktion von SYT13 in der Hepatokarzi-
nogenese im direkten Gegensatz zu seiner bisher bekannten tumorférdernden Funktion
in den meisten anderen Tumorarten steht, wie sie auch in dieser Arbeit fir das PDAC
beobachtet werden konnte. Jahn et al. vermuten, dass das Vorhandensein von SYT13-
Dimeren notwendig ist, um die Tumorsuppressorfunktion von SYT13 zu erhalten [84];
eine dimere Form konnten wir in dieser Arbeit zum PDAC nicht beobachten und diese
wird auch in vorhandener Literatur zu onkogenen Eigenschaften von SYT13 in verschie-
denen Tumorarten nicht erwahnt. Somit kdnnte man folgern, dass SYT13 je nach vorlie-
gender Form in verschiedenen Pathologien unterschiedliche Funktionen innehat. Jedoch
liegen Widerspriche auch innerhalb der gleichen Krankheitsbilder vor: So ist die Tumor-
fordernde Funktion im Kolorektalen Karzinom bei Li et al. ausfihrlich erlautert und in vitro
sowie im Mausmodell bestatigt [67], Friederichs et al. konnten jedoch aufzeigen, dass
SYT13 neben anderen Genen bei metastasiertem KRK geringer exprimiert wird als in
lokal begrenzten Karzinomen [66]. Dies steht im Gegensatz zu der aus In-vitro-Daten
abgeleiteten und im Mausmodell bestatigten Annahme, dass eine hohe SYT13-Expres-
sion mit aggressiverem Tumorwachstum korreliert, und auch die Tatsache, dass SYT13
in Tumorgewebe des KRK starker exprimiert wird als in umliegendem gesundem Ge-

webe, erscheint kontraintuitiv [67].

Um die konkrete Rolle von SYT13 in Tumorentstehung und -entwicklung zu bestimmen,
sind somit weitere Studien und insbesondere Daten zur Expression von SYT13 in ope-
rativ gewonnenem Tumorgewebe des PDAC nétig, wie sie zu verschiedenen anderen
Tumorentitdten bereits vorliegen. Zusatzlich bietet die Uberexpression von SYT13 in
Pankreaskarzinom-Zelllinien perspektivisch eine gute Moglichkeit, die durch Knockdown

erhaltenen Ergebnisse zu validieren.

4.2.3 SYT13 und bisher bekannte Interaktionen und Pathways

Bisher ist wenig tUber mit SYT13 korrelierte Gene oder eine Beteiligung an mdglichen
Pathways bekannt. In einer In-Silico-Analyse wurden in dieser Arbeit insgesamt 520
Gene untersucht, fur die sich in der Literaturauswertung ein Zusammenhang mit SYT13
gezeigt hatte. Hierbei fand sich fiir 104 Gene eine signifikant negative, flr 123 Gene eine
signifikant positive Korrelation. Die Korrelation war fur alle untersuchten Gene sehr
schwach (Spearman-Korrelationskoeffizient bis maximal 0,5229). Auch Gene, fir die in
anderen Krebsarten eine Korrelation ermittelt und ein méglicher Pathway rekonstruiert

wurde, wiesen im PDAC allenfalls einen schwachen Zusammenhang auf.
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Ichikawa et al. vermuten eine Beteiligung von SYT13 an Stoffwechselwegen Ostrogen-
rezeptor-positiver Mammakarzinome, da sie unter anderem eine positive Korrelation von
SYT13 mit MDM2, BCL2, AKT1, ESR1 und CDK4 feststellen konnten, die eine Rolle in
Hormonrezeptor-Signalwegen spielen [70]. Fir die meisten der genannten Gene zeigte
sich im PDAC-Datensatz keine signifikante Korrelation, SYT13 war nur leicht negativ mit
BCL2 (rho = -0.1665, p = 0.02430) und NFKBIA (rho = -0.1571, p = 0.03371), sowie
leicht positiv mit APC (rho = 0.1474, p = 0.04650), MYCN (rho = 0.2754, p = 0.0001614)
und CDH1 (rho = 0.2131, p = 0.003783) korreliert. In einer weiteren Arbeit von Zhang et
al. zu SYT13 und dessen Rolle im Brustkrebs konnte, wie oben beschrieben, eine ver-
ringerte Expression von Cyclin D1 und CDK4 sowie eine erhdhte Expression von p21
bei SYT13-Knockdown beobachtet werden. Die Autoren beschrieben zusatzlich, dass
Folgen der Uberexpression von SYT13 wie eine erhéhte Zellproliferation durch FAK- und
AKT-Inhibitoren riickgangig gemacht werden konnten; sie schlussfolgerten daher einen
Zusammenhang SYT13-vermittelter Effekte mit dem FAK/AKT-Signalweg [59]. In der in
dieser Arbeit durchgeflinrten In-Silico-Analyse zeigte sich keine signifikante Korrelation
zwischen SYT13 und CDK4 (rho = -0.1286, p = 0.08281), Cyclin D1 (CCND1,
rho =-0.02395, p = 0.7476) oder p21 (CDKN1A, rho = 0.1441, p = 0.05166), sodass aus
den vorliegenden Daten der beschriebene Zusammenhang nicht rekonstruiert werden

kann.

Kanda et al. beobachteten eine Stimulation der SYT13-Expression durch CXCL12 und
HBEGF [61]. Interessanterweise konnte im PDAC-Datensatz eine leichte negative Kor-
relation zwischen SYT13 und CXCL12 (rho = -0.3049, p = 0.00002722) sowie dessen
Rezeptor CXCR4 (rho = -0.1888, p = 0.01048) ermittelt werden, mit HBEGF zeigte sich
kein signifikanter Zusammenhang (rho = 0.05326, p = 0.4739). Auch in dieser Studie
fanden sich Hinweise auf einen Bezug von SYT13 zum FAK-PI3K-AKT-Pathway. Der
Phosphorylierungsgrad von FAK, (PI3K)-AKT und PTEN (geringere Phosphorylierung)
sowie GSK3B (starkere Phosphorylierung) anderte sich nach SYT13-Knockdown, au-
Rerdem wurde eine Inaktivierung von nachgeschalteten Teilen der Signalkaskade sowie
die Hemmung der Phosphorylierung von CDK2 beschrieben [61]. Im PDAC ist SYT13
mit dem Zellzyklus-Regulator CDK2 schwach negativ korreliert (rho = -0.2190,
p = 0.002903).

In der Studie von Zhang et al. zum Adenokarzinom der Zervix ergab sich ein interessan-
ter Zusammenhang zwischen SYT13 und ESM1. Im Vergleich der Tumorzelllinien SiHa
und HelLa mit der nicht-Tumor Zelllinie HCerEpiC lie3 sich eine erhéhte SYT13-Expres-
sion in Tumorzelllinien des Zervixkarzinoms nachweisen. In diesen zeigte sich zusatzlich

eine verstarkte Expression in Subgruppen, in welchen eine Uberexpression von ESM1
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induziert wurde. ESM1 ist ein Proteoglykan, das in verschiedenen Tumorentitaten ver-
starkt exprimiert wird und haufig mit schlechterer Prognose korreliert. Ein Knockdown
von SYT13 flhrte bei Zhang et al. zu einer Inhibition der PI3K-Akt-Kaskade, wobei sich
die Expression von ESM1 nicht veranderte. Zusatzlich wurde durch SYT13-Knockdown
eine geringere Migrations- und Invasionsfahigkeit normaler und ESM1 Uberexprimieren-
der Zervixkarzinom-Zellen herbeigeflhrt. Die Autoren interpretierten, dass ESM1 durch
Aufregulation von SYT13 die PI3K-Akt-Signalkaskade aktiviert [75]. Im PDAC-Datensatz
lied sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen SYT13 und ESM1 nachweisen —
ein Einfluss von ESM1 auf SYT13, wie er fiir das Zervixkarzinom beschrieben wurde, ist

somit im PDAC nicht zu erkennen.

Von Shao et al. wurde ACRV1 als mégliches SYT13 nachgeschaltetes Gen identifiziert.
Neben einer Koexpression in verschiedenen Osophaguskarzinom-Zelllinien zeigte sich
in vitro bei Uberexpression von SYT13 eine gesteigerte Zellproliferation, welche durch
gleichzeitigen Knockdown von ACRV1 wiederum vermindert werden konnte. Dies
konnte auf eine Rolle von ACRV1 als Effektormolekil von SYT13 hinweisen [65]. Auch
fur dieses Gen lie} sich in der Auswertung des PDAC-Datensatzes kein signifikanter

Zusammenhang ermitteln.

Die Ergebnisse der In-Silico-Analyse kdnnen hierbei die tatsachlichen Interaktionen nur
bedingt widerspiegeln; somit ist, vor allem zur Interpretation einer Interaktion von SYT13
mit dem mehrfach in der Literatur genannten FAK-PI3K-AKT-Signalweg, eine Evaluation

in vitro unabdingbar.

4.2.4 Korrelation von SYT13 mit Genen mit Funktion in Pankreatogenese,
Diabetes mellitus und PDAC

Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten In-Silico-Analyse wurde die Expression
von Genen, die in der bisherigen Literatur mit SYT13 in Verbindung gebracht wurden,
im TCGA-Pankreaskarzinom-Datensatz mit der SYT13-Genexpression verglichen, um
mdgliche Korrelationen aufzudecken. Im Folgenden werden nur die vielversprechends-
ten Kandidatengene naher beleuchtet. Die gefundenen signifikanten Korrelationen wa-
ren allesamt gering, der starkste Zusammenhang von SYT13 ergab sich mit ANKS4B
(rho = 0.5229, p = 3.199¢e'%), Uiber das bisher nur sehr wenig bekannt ist. Die genaue
Funktion von ANKS4B ist bislang unklar [120], im Zusammenhang mit Krebs ist neben
einer erhdhten Expression im Zervixkarzinom [73] aktuell nur eine moégliche Rolle von
ANKS4B als prognostischer Marker im serésen Zystadenokarzinom des Ovars beschrie-
ben [252].
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Bemerkenswert ist, dass ANKS4B in pankreatischen Beta-Zellen als Zielgen von HNF4A
ermittelt werden konnte [120] — auch flir HNF4A fand sich in der In-Silico-Analyse eine
signifikant positive Korrelation mit SYT13 (rho = 0.4496, p = 1.740e'°). HNF4A ist ein
Transkriptionsfaktor, seine Rolle ist insbesondere in der Leber und im endokrinen Pan-
kreas vielfach beschrieben. Pathogene Genvarianten in HNF4A sind eine der Ursachen
fur MODY1 [140, 253], einer Form des Diabetes mellitus, die durch eine Dysfunktion
pankreatischer Beta-Zellen charakterisiert ist [120, 253]. Es wird vermutet, dass SYT13
eine regulatorische Funktion in der Insulinsekretion innehat [51], eine negative Korrela-
tion mit dem HbA1c ist beschrieben [52]. In einer Studie zu einer MODY-Form mit Muta-
tion in HNF1A konnte in der entsprechenden Beta-Zelllinie eine verringerte SYT13-Ex-
pression ermittelt werden [55], was auch einen Zusammenhang von SYT13 mit anderen
MODY-Formen und somit mit HNF4A plausibel erscheinen lasst. Darliber hinaus ist flir
HNF4A eine Rolle in verschiedenen Krebsarten bekannt [142-144], im PDAC scheint
HNF4A das Wachstum insbesondere im invasiven, fortgeschrittenen Stadium aufzuhal-
ten, sowie die Ausbildung einer epithelialen Morphologie und eine Regulation in Rich-
tung des klassischen Subtyps, der unter anderem durch die Expression von GATAG,
FOXA2 und FOXAS3 gekennzeichnet ist, zu bewirken [145]. Die positive Korrelation mit
dem in vitro die tumorigenen Eigenschaften fordernden SYT13 erscheint hier wider-

spruchlich zu der wachstumshemmenden Funktion von HNF4A im PDAC.

Auch fur FOXA2, das, wie beschrieben, mit dem klassischen Typ des PDAC assoziiert
ist, ergab sich in der In-Silico-Analyse eine positive Korrelation mit SYT13 (rho = 0.4487,
p = 1.914e7%). FOXAZ2 ist ein Transkriptionsfaktor, der insbesondere in der frilhen Em-
bryogenese exprimiert wird [146], und unter anderem gemeinsam mit PDX1 eine wich-
tige Rolle in der Beta-Zell-Reifung innehat [147]. Eine onkogene Funktion von FOXA2
ist beispielsweise im Kolorektalen Karzinom beschrieben [149], im PDAC hingegen ist
FOXA2 herabreguliert und fungiert als Tumorsuppressorgen. Knockdown von FOXA2 in
Panc-1 und BxPC-3 filhrte zu signifikant erhdhter Proliferation, Koloniebildung, Invasion
und Migration [150]. Somit ergibt sich wie fir HNF4A eine positive Korrelation zwischen

FOXA2 und SYT13 bei gegensatzlicher Wirkung auf die In-vitro-Tumorprogression.

Des Weiteren ist SYT13 auch mit PDX1, das wie FOXA2 als Transkriptionsfaktor eine
Rolle in der Pankreasorganogenese, der Reifung von Beta-Zellen und der Diabetes-
Form MODY4 spielt[147, 199], im PDAC-Datensatz leicht positiv korreliert (rho = 0.3728,
p = 2.035e”). Auch fir SYT13 ist eine Funktion in der Pankreasentwicklung beschrieben
[56], es scheint vor allem an der Differenzierung pankreatischer Beta-Zellen beteiligt zu
sein [58]. Hier konnte bereits experimentell ein Zusammenhang festgestellt werden:

Nach Knockdown von PDX1 in Beta-Zellen zeigte sich eine verringerte SYT13-
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Expression, die Autoren folgerten eine Regulation von SYT13 durch PDX1 [51]. Zur Rolle
von PDX1 im PDAC sowie in anderen Krebsarten sind zahlreiche Publikationen vorhan-
den. PDX1 wird in etwas weniger als der Halfte der untersuchten Pankreaskarzinome
exprimiert, die Expression geht mit geringerem Uberleben einher. In Panc-1 und weite-
ren PDAC-Zelllinien ist PDX1 jedoch nicht nachzuweisen [200]. Eine forcierte Uberex-
pression von PDX1 fuhrte zur Reduktion von Migrations- und Invasionsfahigkeit in Tu-
morzellen [202]; in anderen Studien wurden jedoch gegenteilige, das Tumorwachstum
fordernde Effekte beobachtet [200, 201].

Zwei weitere Gene, die zwei der starksten signifikanten Korrelationen mit SYT13 aufwei-
sen und fir die eine Funktion im PDAC beschrieben ist, sind EPCAM und ARID5A.
EPCAM ist ein Transmembranprotein und an der Regulation verschiedenster Tumorzell-
funktionen wie Zellmigration, -proliferation und -adhasion beteiligt [203]. Wie in mehreren
anderen Krebsarten wird EPCAM in ca. der Halfte der untersuchten Pankreaskarzinome
verstarkt exprimiert, seine Expression korreliert mit einem geringeren Uberleben im fort-
geschrittenen PDAC [204]. Zwischen EPCAM und SYT13 besteht ein positiver Zusam-
menhang (rho = 0.3666, p = 3.331e”). Da auch fiir SYT13 in dieser Arbeit ein Einfluss
auf die Tumorzellmigration beobachtet werden konnte, ist EPCAM ein vielversprechen-
der Kandidat bei der Suche nach mit SYT13 assoziierten Genen. ARID5A ist eines der
am starksten negativ mit SYT13 Kkorrelierten Uberpriften Gene (rho =-0.3523,
p = 0.000001009). ARID5A besitzt als RNA-bindendes Protein eine Funktion in der Sta-
bilisierung von mRNA und wirkt unter anderem regulatorisch auf verschiedene Prozesse

wie Inflammation; im PDAC ist eine Funktion in der Immunevasion bekannt [220, 223].

4.2.5 Korrelation von SYT13 mit anderen Synaptotagminen

Interessant ist auch die Korrelation von SYT13 mit anderen Vertretern der Familie der
Synaptotagmine. Eine ahnliche Funktion zweier Synaptotagmine ist im Rahmen der In-
sulinsekretion beschrieben: SYT13 und SYT11 sind beide in den Vesikeln lokalisiert und
scheinen Uber unterschiedliche Mechanismen gemeinsam die Insulinsekretion zu regu-
lieren. Bei Herabregulation von SYT13 und SYT11 in Beta-Zellen ergab sich eine Situa-
tion, die dem alleinigen Knockdown von SYT13 ahnelt, was auf eine bedeutendere Rolle
von SYT13 hinweist [51]. Im TCGA-Datensatz zum PDAC konnte keine signifikante Kor-
relation zwischen SYT13 und SYT11 nachgewiesen werden (rho =0.02411,
p = 0.7460). Neben SYT13 ist auch die Expression von SYT4, SYT7 und SYT11 negativ
mit dem HbA1c und positiv mit der glukosestimulierten Insulinsekretion assoziiert [52] —

eine gemeinsame Funktion in pankreatischen Langerhans-Inseln ist denkbar. In der In-
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Silico-Analyse ergab sich flir SYT4 eine schwache positive Korrelation mit SYT13
(rho =0.1599, p = 0.03061), und auch flr SYT7 ergab sich eine leichte positive Korrela-
tion (rho = 0.1983, p = 0.007116).

Im Magenkarzinom ist neben einem Einfluss von SYT13 eine gleichartige Auswirkung
von SYT7 und SYT8 beschrieben: Alle drei Synaptotagmine haben Einfluss auf Zellmig-
ration, -proliferation sowie -invasion und werden in Magenkarzinom-Gewebe starker ex-
primiert als in gesundem Gewebe [41, 60, 254, 255]. In der In-Silico-Analyse ergab sich
fur SYT8 jedoch keine signifikante Korrelation mit SYT13 (rho =-0.1135, p = 0.1261).

SYT13 ist als atypischer Vertreter der Synaptotagmine zu betrachten. Da bei SYT13 die
essentiellen Sequenzen in den C-terminalen Domanen, die zur Calcium-Bindung not-
wendig sind, fehlen, kann das Protein die ,klassische Aufgabe der Synaptotagmine, die
Ca?*-getriggerte Exozytose, nicht austiben [37, 38, 40]. Auch andere Synaptotagmine
wie SYT4, SYT8, SYT11, SYT12 sowie SYT14 bis -17 besitzen keine Fahigkeit der Cal-
cium-Detektion [39], ihre Funktion ist bisher nur zum Teil bekannt. Es liegt nahe, dass
SYT13 eine ahnliche Funktion wie andere Vertreter der Proteinfamilie, und vor allem
andere nicht-Calcium-bindende Synaptotagmine, innehat. Alles in allem zeigten sich in
der in dieser Arbeit durchgeflihrten In-Silico-Analyse signifikante, obgleich nur sehr ge-
ringe, positive Korrelationen des Expressionsniveaus von SYT13 mit SYT4, SYTS,
SYT7, SYT9, SYT14, SYT16 und SYT17. Keine signifikante Korrelation ergab sich hin-
gegen fur SYT1, SYT2, SYT3, SYT6, SYT8, SYT10, SYT11, SYT12 und SYT15, es gab
kein signifikant negativ mit SYT13 korreliertes anderes Synaptotagmin. Da die Korrela-
tion mit anderen Vertretern der Proteinfamilie insgesamt nur gering war, wurde ein an-

deres Zielgen fur weitere Versuche ausgewahlt: MUC13.

4.2.6 Korrelation von SYT13 mit MUC13

Fir MUC13 ergab sich in der In-Silico-Analyse eine der starksten positiven Korrelationen
mit SYT13 (rho = 0.4156, p = 4.943e°). MUC13 wurde Uberprift, da es wie SYT13 im
Zervikalen Adenokarzinom starker exprimiert wird als in gesundem Gewebe [73].
MUC13 ist ein Transmembranprotein, das in verschiedenen epithelialen Geweben sowie
Tumoren zu finden ist. Es befindet sich auf Chromosom 3 (3921.2), umfasst 12 Exons
und codiert fir 511 Aminosauren. Physiologisch wird MUC13 unter anderem in Darm,
Trachea, Niere, Magen und Osophagus exprimiert, wo es auf Zellebene insbesondere
an der apikalen Seite epithelialer Zellen zu finden ist [102]. Auch in anderen Geweben
wie Pankreas, Uterus, Milz und Knochenmark konnte MUC13 nachgewiesen werden
[174]. In duktalen Zellen des Pankreas ist MUC13 insbesondere apikal lokalisiert [256].
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Als Mitglied der Mucin-Proteinfamilie lasst es sich der Untergruppe der Transmembran-
mucine zuordnen, wobei das Protein auch sekretiert zu werden scheint [174]. Es besitzt
eine charakteristische Tandem-Repeat-Domane, drei EGF-ahnliche Domanen sowie
eine zytoplasmatische Region, an der eine Phosphorylierung maéglich ist und die fir zell-
interne Signalwege genutzt werden kdnnte [102]. Neben einer aberranten Expression in
Kolorektalem Karzinom, Magenkarzinom und Ovarialkarzinom [102] wird MUC13 auch
im Pankreaskarzinom starker exprimiert als in gesundem, umliegendem Gewebe [256].
Im PDAC ist die Expression von MUC13 mit kiirzerem Gesamtiiberleben, Infiltration um-
liegender Gewebe sowie Lymphknotenmetastasierung positiv korreliert; eine mogliche
Funktion in Metastasierung und Gewebsinvasion wird angenommen [177]. Interessan-
terweise ist auch fir MUC13, vermittelt durch eine Interaktion mit HER2, eine Rolle im
PI3K/AKT-Signalweg beschrieben [257] — dieser Pathway steht, wie oben ausgeflihrt,
auch mit weiteren Genen, fir die eine Assoziation mit SYT13 in anderen Krankheitsbil-

dern vermutet wird, im Zusammenhang.

Ein Knockdown von MUC13 fiihrte in PDAC-Zellen zu einer verminderten Tumorigenitat,
wahrend eine Uberexpression die Invasionsfahigkeit, Motilitat, Klonalitat und Prolifera-
tion in vitro verstarkte [176]. Da auch der Knockdown von SYT13 in dieser Arbeit zu einer
verringerten Koloniebildungsfahigkeit/Klonalitdt und zu geringerer Zellmigration sowie
-interaktion im Pankreaskarzinom flihrte, ist ein mdgliches Zusammenspiel dieser beiden
Effekte denkbar.

In dieser Arbeit konnte MUC13 in allen sieben untersuchten PDAC-Zelllinien nachgewie-
sen werden. Khan et al. folgerten in einer Untersuchung der Zelllinien HPAF-II, AsPC-1,
Panc-1 und BxPC-3, dass starker von der physiologischen Morphologie abweichende
Zelllinien, wie HPAF-Il und AsPC-1, MUC13 starker exprimieren als beispielsweise
Panc-1 und BxPC-3, in welchen sie eine sehr geringe bzw. keine Expression detektieren
konnten [177]. Chauhan et al. wiesen auf mMRNA-Ebene eine starke Expression in den
Linien HPAF-II und Capan-1 nach, wahrend sich in MIA PaCa-2, Panc-1 und SW1990
keine MUC13-Expression zeigte [176]. Auch wir konnten in der vorliegenden Arbeit mit-
tels gPCR eine starkere Expression in den Tumorzelllinien AsPC-1 und Capan-1 als in
Panc-1, MIA PaCa-2 und BxPC-3 nachweisen, welche MUC13 vergleichsweise gering

exprimierten.

Die Evaluation der Expression von MUC13 in den SYT13-Knockdown-Zellen konnte
letztendlich weder in gPCR noch im Western Blot die in silico ermittelte Korrelation be-
statigen — dies kénnte mit der geringen basalen Expression von MUC13 in der Zelllinie

Panc-1 zusammenhangen. Um eine Korrelation der beiden Gene vollstandig beweisen
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oder ausschliel3en zu kdnnen, ware neben einer Wiederholung des Versuchsaufbaus in
einer anderen, MUC13 starker exprimierenden Zelllinie, zusatzlich ein Knockdown von
MUC13 und eine nachfolgende Bestimmung der SYT13-Expression hilfreich, was zu-

gleich eine Limitation dieser Arbeit darstellt.

Im Rahmen der hier durchgefiihrten In-Silico-Analyse konnten mehrere vielverspre-
chende Kandidatengene ermittelt werden, fir die bereits eine ahnliche Rolle in der Pan-
kreasentwicklung oder im Pankreaskarzinom beschrieben wurde. Um die Funktion von
SYT13 und dessen Interaktion mit anderen Genen besser zu verstehen, ist neben der
In-Silico-Analyse auch eine RNA-Sequenzierung der mit shSYT13 transfizierten und der
shControl-Zellen sinnvoll. Diese wurde im Rahmen einer anderen Dissertation durchge-
fuhrt und ergab eine Korrelation von SYT13 mit MUC2 sowie SMO [251], welche im
TCGA-Datensatz keine bzw. eine sehr schwache negative Korrelation mit SYT13 auf-

wiesen.

4.3 Klinische Relevanz

Die onkogene Rolle von SYT13, die in dieser Arbeit in vitro auch fir PDAC-Zellen nach-
gewiesen werden konnte, ist in verschiedenen Krebsarten beschrieben. Kanda et al. fol-
gerten einen Zusammenhang zwischen der Expression von SYT13 als mégliches Onko-
gen in Magenkarzinomen und peritonealer Metastasierung, was einen Ansatz fur eine
targeted therapy darstellen kdnnte. Die Autoren wiesen auf die Mdglichkeit hin, SYT13
als Biomarker zur Friherkennung von Patienten mit erhéhtem Risiko fur peritoneale Me-
tastasierung nutzbar zu machen, der beim Vorliegen durch Bildgebung nicht erkennbarer
Mikrometastasen einen Vorteil bieten konnte [60]. Im PDAC wird aktuell keine intraope-
rative Peritoneallavage zur Zytologiegewinnung empfohlen, da kein prognostischer Nut-
zen nachgewiesen ist [21]. Dies ist zum Teil einer zu geringen Sensitivitat geschuldet
[258], die prognostische Sicherheit der Lavagezytologie ist umstritten [259]. Nakanishi
et al. konnten im Adenokarzinom des Magens eine signifikant kirzere Uberlebenszeit
von Patienten mit SYT13-positiver Peritoneallavage feststellen, SYT13 stellte selbst bei
negativem Zytologiebefund einen zuverlassigen prognostischen Faktor fir das Uberle-
ben ohne peritoneale Metastasen dar [62]. Die In-vitro-Ergebnisse der Studien zur Funk-
tion von SYT13 im Magenkarzinom stimmen mit den in dieser Arbeit erhaltenen Ergeb-
nissen Uberein, es lasst sich somit eine dhnliche Funktion von SYT13 in beiden Krebs-
arten vermuten. Sofern SYT13 auch in der Lavage von Patientinnen und Patienten mit

Pankreaskarzinom nachgewiesen werden kann, ware hier ein Nutzen in der Auswertung
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von intraoperativ gewonnener Lavage, insbesondere bei unklarem Zytologiebefund,
denkbar.

Aktuell wird im PDAC CA 19-9 als prognostischer Marker zur Entscheidung Uber eine
(praoperative) Chemotherapie und zur Einschatzung der Resektabilitdt herangezogen,
auch ein Verdacht auf Peritonealkarzinose kann sich aus stark erhéhten Werten ergeben
[21]. Tendenziell weisen erhdhte Serumkonzentrationen von CA 19-9 und auch von CEA
im PDAC auf eine schlechtere Prognose hin [260], ein Screening mittels CA 19-9-Be-
stimmung ist jedoch nach aktueller Leitlinie aufgrund des niedrigen positiven pradiktiven
Wertes nicht empfohlen [21]. Auch hier werden somit dringend neue Ansatze bendtigt,
um die Fruherkennung zu verbessern. SYT13 wird als Transmembranprotein zwar nicht
primar sezerniert, in einer Studie von Grgnborg et al. wurde SYT13 jedoch neben ande-
ren Proteinen im Sekretom einer Pankreasepithel- und einer Pankreastumorzelllinie de-
tektiert [248]. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um eine mdgliche Funktion von

SYT13 als Biomarker zu evaluieren.

SYT13 wird am starksten in neuronalem Gewebe des Gehirns exprimiert, ist in geringe-
ren Konzentrationen jedoch auch in verschiedenen anderen Gewebearten zu finden [37].
Es stellt sich daher die Frage, ob SYT13 in gastrointestinalen Geweben ausreichend
stark exprimiert wird, um durch Knockdown und Herunterregulation des Proteins tatsach-
lich einen nachweisbaren klinischen Effekt zu erzielen. In dieser Arbeit konnte eine deut-
liche Reduktion von Koloniebildungsfahigkeit, Viabilitdt und Migrationsfahigkeit nach
Knockdown von SYT13 in Pankreaskarzinom-Zelllinien nachgewiesen werden; SYT13
wurde in allen untersuchten nativen PDAC-Zelllinien stabil exprimiert. Vergleichbare Er-
gebnisse zeigten sich, wie oben beschrieben, flr verschiedene andere Tumorarten, bei-
spielsweise im Magenkarzinom [60, 62]. Kanda et al. [61] zeigten in einer Folgearbeit
eine Mdglichkeit auf, die in vitro entdeckten und in Mausversuchen verifizierten Effekte
in ein klinisch anwendbares Procedere zu Ubersetzen. Hierbei machten sie Gebrauch
von Antisense Oligonukleotiden (ASOs), die an eine Schleifenstruktur der SYT13-mRNA
binden und hierdurch die Translation inhibieren. Eine Herabregulation von SYT13 durch
ASOs in der Zelllinie KATO-III fihrte zu einer signifikanten Reduktion von Proliferation,
Migration, Invasions- und Adhasionsfahigkeit der Zellen. In ASO-transfizierten NUGCA4-
Zellen zeigte sich nach Knockdown eine vermehrte Apoptose, eine erhéhte Caspase-
Aktivitat, ein hdherer Anteil an Zellen mit Verlust von mitochondrialem Membranpoten-
zial, ein geringerer Anteil an Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus sowie ein geringerer
Zellanteil mit Stammzell-Eigenschaften. In der Folge wurden Mausen, welchen ein
Xenograft aus Tumorzellen der Linien NUGC4 und MKN1 implantiert worden war, gegen

SYT13 gerichtete ASOs intraabdominell injiziert und das nachfolgende Tumorwachstum
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evaluiert. In den Versuchstieren, die mit anti-SYT13 ASOs behandelt wurden, zeigte sich
eine Bildung von vergleichsweise wenig peritonealen Metastasen und ein signifikant 1an-
geres Uberleben bei geringen Nebenwirkungen [61]. Die Autoren schlussfolgern, dass
die intraperitoneale Einbringung von ASOs ahnlich zur intraperitonealen Chemotherapie,
die in Studien vielversprechende Ergebnisse bei Patientinnen und Patienten mit meta-
stasiertem Magenkarzinom lieferte [261], zukiinftig eine neuartige Therapieoption dar-
stellen konnte. Eine anschlieRend durchgefuhrte praklinische Studie an Javaneraffen
und Ratten wies auf eine geringe Toxizitat sowie gute Vertraglichkeit einer intraabdomi-
nellen Applikation von gegen SYT13 gerichteten ASOs hin, sodass klinische Phase-I-

Studien angestrebt werden [90].

Ein vergleichbares Vorgehen kénnte auch beim PDAC eine geeignete Option darstellen.
Sollten sich auch in Mause implantierte Xenografts aus Pankreaskarzinom-Zelllinien
durch SYT13 inhibierende ASOs in ihrem Wachstum beeinflussen lassen, wiirde dies
perspektivisch einen neuen Ansatzpunkt fir die Behandlung von Patientinnen und Pati-
enten mit nicht resektablem Pankreaskarzinom darstellen — der Gruppe mit dem schlech-

testen Langzeitlberleben [262].
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte SYT13 in allen sieben untersuchten Pankreaskarzinom-Zelllinien
nachgewiesen werden. Eine Evaluation der Expression in PDAC-Tumorgewebe ware
der nachste sinnvolle Schritt, um die hier erhaltenen Ergebnisse in ein klinisches Setting
zu Ubertragen. Nach SYT13-Knockdown mit zwei unterschiedlichen shRNAs liel} sich
jeweils eine signifikante Verringerung von Klonalitat, Zellmigration und Viabilitat der Zell-
linie Panc-1 feststellen — diese Ergebnisse stimmen mit Erkenntnissen aus vergleichba-
ren Versuchen in anderen Krebsarten wie dem Adenokarzinom des Magens, Kolorekta-
len Karzinom, (")sophaguskarzinom, Mammakarzinom und Adenokarzinom der Lunge
Uberein [59, 60, 63, 65, 67], sodass auch im PDAC eine onkogene Funktion von SYT13
angenommen werden kann. Zum Ausschluss Zelllinien-spezifischer Effekte ist eine Wie-
derholung der hier durchgefiihrten Versuche in einer weiteren PDAC-Tumorzelllinie sinn-
voll. Auch die Uberexpression von SYT13, die in anderen Krebsarten eine Zunahme
tumorigener Eigenschaften zur Folge hatte [59], stellt eine gute Mdglichkeit zur Verifika-
tion der hier beobachteten Effekte dar. Perspektivisch kénnten auch In-vivo-Versuche
im Mausmodell das Verstandnis der Funktion von SYT13 im Pankreaskarzinom vertie-

fen.

Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefuhrten In-Silico-Analyse konnten 123 signifikant
positiv und 104 signifikant negativ mit SYT13 korrelierte Gene ermittelt werden. Der Zu-
sammenhang mit dem Transmembranprotein MUC13, fir welches eine Rolle im PDAC
sowie ahnliche Effekte nach Knockdown mehrfach beschrieben sind [176, 177], konnte
in SYT13-Knockdown-Zellen nicht verifiziert werden, was unter anderem durch eine ins-
gesamt niedrige Basisexpression von MUC13 in der Zelllinie Panc-1 bedingt sein kénnte.
Nichtsdestotrotz konnten in dieser Arbeit mehrere vielversprechende Kandidatengene
ermittelt werden, deren Uberpriifung, beispielsweise im Rahmen einer RNA-Sequenzie-

rung, ein tieferes Verstandnis der Funktion von SYT13 im PDAC ermdglichen konnte.

100



Anhang

6 Anhang

Abkurzungsverzeichnis

ab antibody

AEC 3-Amino-9-ethylcarbazol

AK Antikérper

APS Ammoniumperoxodisulfat

ASOs Antisense Oligonucleotides

BCA Bicinchoninsaure (Bicinchoninic Acid)
BSA Bovines Serumalbumin

BSL Biosafety Level

CA 19-9 Carbohydrate-Antigen 19-9

Ca%* Calcium

CEA carcinoembryonic antigen

Cl Konfidenzintervall (confidence interval)
Ct threshold cycle

ddH20 double distilled water

DGE Differential Gene Expression

DMSO Dimethylsulfoxid

DPBS Dulbecco’s phosphate buffered saline
ECOG Eastern Cooperative Oncology Group
EGF Epidermal Growth Factor

EMT epithelial-to-mesenchymal transition

ER Ostrogenrezeptor (Estrogen Receptor)
FBS Fetal Bovine Serum

FOLFIRINOX 5-Fluorouracil, Leucovorin, Irinotecan, Oxaliplatin
GFP green fluorescent protein

GSEA Gene Set Enrichment Analysis

HCC Hepatozellulares Karzinom

HCI Salzsaure

HER2 Human epidermal growth factor 2

HRP Horseradish Peroxidase

ICC Immunzytochemie

IPMN intraduktale papillar-muzinése Neoplasien
KRK Kolorektales Karzinom

IncRNA long non-coding RNA

MCN muzinds-zystische Neoplasien

min Minute

MODY Maturity-Onset Diabetes of the Young
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid)
MUC13 Mucin 13

MW Mittelwert

ns nicht signifikant

oD optische Dichte (optical density)

PaA human pancreas-specific antigen

PanIN pankreatische intraepitheliale Neoplasien
PBS phosphate buffered saline

PCAA human pancreas cancer associated antigen
PCR Polymerasekettenreaktion
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PDAC Duktales Adenokarzinom des Pankreas

PgR Progesteronrezeptor

qPCR Real-time PCR

RIPA Radio-Immunoprecipitation Assay

SD Standardabweichung (standard deviation)

SDS Sodium Dodecyl Sulfate

shRNA short hairpin RNA

shSYT13 shRNA zur gezielten Hemmung der Genexpression von SYT13
SILAC stable isotope labelling with amino acids in cell culture

siRNA small interfering RNA

siSYT13 siRNA zur gezielten Hemmung der Genexpression von SYT13
SYT13 Synaptotagmin 13

TCGA The Cancer Genome Atlas

TEMED Tetramethylethylenediamine

Temp. Temperatur
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