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Zusammenfassung

Keimzelltumoren gehoren zu den hiufigsten malignen Tumoren bei jungen Minnern
zwischen 15 und 44 Jahren. Aufgrund der immer weiter steigenden Inzidenz ist die
Forschung an molekularen und genetischen Grundlagen sehr wichtig. Die aktuelle
Therapie besteht in einer chirurgischen Resektion und / oder Chemotherapie mit
Cisplatin. Obwohl viele Patienten mit der Cisplatin-basierten-Chemotherapie gut
behandelt werden konnen, gibt es dennoch einen nicht zu vernachldssigen Anteil an
Tumorpatienten, die eine Resistenz gegen Cisplatin entwickeln oder die Langzeitschidden
aufgrund der toxischen Wirkung des Cisplatins davontragen.

Testikuldre Keimzelltumoren entstehen aus einer entarteten primordialen Keimzelle und
konnen in Seminome und Nicht-Seminome unterteilt werden. Letztere, zu denen die
Embryonalkarzinome (EK) gehoren, kdnnen zu Teratomen, Chorionkarzinomen oder
Dottersacktumoren (DST) differenzieren. Der DST hat meistens eine schlechte Prognose
und entsteht oft als Rezidiv nach Chemotherapie.

In vorherigen Forschungen wurde eine Genexpression von FOXA2 in DST entdeckt, die
fiir die Differenzierung von EK zu DST entscheidend sein konnte. Zudem waren Gene
des WNT-, BMP- und MAPK-Signalwegs hochreguliert. Die Expression dieser Gene ist
zudem typisch fiir Leberzellen und Zellen des hepatozelluldren Karzinoms. Auch der
hepatozelluldre Faktor HNF1b wurde in DST detektiert. Aufgrund dieser molekularen
Ahnlichkeit zwischen dem DST und dem hepatozelluliren Karzinom wurden bei der
Ableitung neuer Therapieoptionen fiir den DST Therapeutika des hepatozelluldren
Karzinoms hinzugezogen. Zudem wurden mithilfe des ,,Human Phospho-Kinase Arrays*
Proteine in DST-Zellen detektiert, die mdgliche Zielproteine von Inhibitoren sein
konnten. Hieraus wurden 13 Therapeutika ausgewihlt, die in dieser Forschungsarbeit an
DST-Zellen getestet wurden. Es handelte sich dabei um die Tyrosinkinase-Inhibitoren
Sorafenib, Ibrutinib, Nintedanib, Lenvatinib, Regorafenib, Cabozantinib und Imatinib,
die PARP-Inhibitoren Olaparib und Talazoparib, und die Aurorakinase-Inhibitoren
Danusertib, AZD4547, SNS-314 und Apatinib. Die Wirkung der Medikamente auf DST-
Zellen (GCT72) wurde durch Messung der Zellviabilitit mithilfe des XTT-Assays
untersucht. Die Zellviabilitidt der GCT72-Zellen lag 72 Stunden nach der Behandlung mit
allen Inhibitoren jeweils unter 50 %. Alle Inhibitoren wiesen demnach eine zytotoxische
Wirkung auf DST-Zellen auf, die sich in den mittleren effektiven Konzentrationen

unterschied. Die sechs wirksamsten Medikamente wurden daraufthin auch bei weiteren



Zellen des Dottersacktumors, Fibroblasten, Endothelzellen und Zellen des
hepatozelluldren Karzinoms im XTT-Assay angewendet.

Die Wirkung der sechs Inhibitoren auf GCT72-Zellen konnte durch Apoptose-Assay mit
Annexin-V- und Propidiumiodid-Farbung mit anschlieBender Durchflusszytometrie
spezifiziert werden. Dabei stieg der Anteil der apoptotischen Zellen im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle vor allem bei Nintedanib, Sorafenib und Talazoparib. Zudem wurde
die Wirkung der Inhibitoren auf den Zellzyklus untersucht. Dabei konnten die
Zellzyklusphasen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle nach Behandlung mit Danusertib,
SNS-314 und Talazoparib nicht mehr eindeutig differenziert werden.

Basierend auf einer molekularen Ahnlichkeit zu HCC und der Proteindetektion im
Human Phospho-Kinase Array, konnten in dieser Studie Tyrosinkinase-, Aurorakinase-
und PARP-Inhibitoren (TAPi) als mdgliche Therapieoption fiir Patienten mit

(refraktirem) DST identifiziert werden.
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Summary

Germ cell tumors are among the most common malignant tumors in young men between
15 and 44 years of age. Due to the ever-increasing incidence, research into molecular and
genetic principles is very important. The current therapy consists of surgical resection
and/or chemotherapy with cisplatin. Although many patients can be treated well with
cisplatin-based chemotherapy, there is still a non-negligible proportion of tumor patients
who develop resistance to cisplatin-therapy or suffer long-term damage due to the toxic
effects of cisplatin.

Testicular germ cell tumors arise from a degenerated primordial germ cell and can be
divided into seminomas and non-seminomas. The latter, which include embryonal
carcinomas (EC), can differentiate into teratomas, choriocarcinomas or yolk-sac tumors
(YST). YST usually has a poor prognosis and often occurs as a recurrent tumor after
chemotherapy.

In previous research, the gene expression of FOXA2 was discovered in YST, which is
crucial for the differentiation of EC into YST. In addition, genes of the WNT, BMP and
MAPK signaling pathways were upregulated. The expression of these genes is also
typical for liver cells and hepatocellular carcinoma cells. The hepatocellular factor
HNF1b was also detected in YST. Due to this molecular similarity between the YST and
the hepatocellular carcinoma, therapeutic agents for hepatocellular carcinoma were
included in the derivation of new therapy options for YST. In addition, the human
phospho-kinase array was used to detect proteins in YST cells that could be possible
target proteins. From the resulting possible therapeutics, 13 were selected and tested on
YST cells in this study. These were the tyrosine kinase inhibitors Sorafenib, Ibrutinib,
Nintedanib, Lenvatinib, Regorafenib, Cabozantinib and Imatinib, the PARP inhibitors
Olaparib and Talazoparib, and the aurora kinase inhibitors Danusertib, AZD4547, SNS-
314 and Apatinib. The effect of the drugs was examined in GCT72 YST cells by
measuring cell viability using the XTT-assay. The cell viability of the GCT72 cells was
below 50 % at 72 hours after treatment with all inhibitors. All inhibitors therefore
influenced YST cells, which differed in the mean effective concentrations. The six most
effective drugs were then also used in YST cells, fibroblasts, endothelial cells and
hepatocellular carcinoma cells in the XTT-cell viability-assays.

The effect of the six inhibitors on GCT72 cells could be specified by apoptosis assay
using Annexin V and propidium iodide staining with subsequent flow cytometry. The

proportion of apoptotic cells increased compared to the DMSO control, especially with
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Nintedanib, Sorafenib and Talazoparib. In addition, the effect of the inhibitors on the cell
cycle was examined. The cell cycle phases could no longer be clearly differentiated
compared to the DMSO control after treatment with Danusertib, SNS-314 and
Talazoparib.

Based on molecular similarity to HCC and protein detection in the human phospho-kinase
array, this study identified Tyrosine kinase-, Aurora kinase- and PARP-inhibitors (TAP1)
as a possible therapeutic option for patients with (refractory) YST.

v



Abkiirzungsverzeichnis

ACTB
AFP
ALB
APOAl
AWMF

BCA
BCLC
BMP
BTK
CDK4/6
cDNA
CEUS
CO2
CREB
CSK
CT
DMEM
DMSO
DNA
DOC
DST
EAU
EC
ECM
EDTA
EGFR
EK
EMT
FCS
FFPE
FGA/B/G
FGFR

Actin beta

Alpha-Fetoprotein

Albumin

Apolipoprotein A-I
Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Fachgesellschaften

Bicinchoninsédure

Barcelona Clinic Liver Cancer

Bone morphogenetic proteins

Bruton tyrosine kinase
Cyclin-abhéngige Kinasen 4/6
Komplementire DNA
Kontrastmittelverstirkter Ultraschall
Kohlenstoffdioxid

cAMP responsive element binding protein
C-terminal Src kinase
Computertomographie

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Sodiumdeoxycholat

Dottersacktumor

European Association of Urology
Embryonal carcinomas

Extrazelluldre Matrix

Ethylene diamine tetraacetic acid
Epidermal growth factor receptor
Embryonalkarzinom
Epitheliale-mesenchymale Transition
Fetal calf serum

Formaldehyde-fixed paraffin-embedded
Fibrinogen alpha/beta/gamma chain

Fibroblast growth factor receptor

\%

Medizinischen



FLT Fms related receptor tyrosine kinase
FOXA2 Forkhead-Box-Protein A2

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GATA3/4/6 Gata binding protein 3/4/6

GCNIS Germ-Cell-Neoplasia-in-situ

GPC3 Glypican 3

GPOH Gesellschaft fiir pddiatrische Onkologie und Hamatologie
GSK Glycogen synthase kinase

GY Gray

h Hour

HANDI Heart and neural crest derivatives expressed 1
HBV Hepatitis B Virus

HCC Hepatozelluldres Karzinom

HCV Hepatitis C Virus

HDAC Histondeacetylasen

HNF1b Hepatocyte nuclear factor 1-beta

HRP Horseradish peroxidase

HSP Heat shock protein

IC50 Mittlere inhibitorische Konzentration
KDR Kinase insert domain receptor

LDH Laktat-Dehydrogenase

MAPK Mitogen-activated protein Kinase
MFB Transdifferenzierte Myofibroblasten
ml Milliliter

MRT Magnetresonanztomographie

NASH Non-alcoholic steatohepatitis

nM Nanomolar

PARP Poly(ADP-ribose)-Polymerase

PBS Phosphate buffered saline

PD-L1 Programmed cell death ligand-1
PDGFR Platelet derived growth factor receptor
pH Potentia hydrogenii

PLAP Plazentare alkalische Phosphatase
PMS N-Methylphenazoniummethylsulfat

VI



pRB Retinoblastomprotein

PS Phosphatidylserin

gRT-PCR Real-time quantitative PCR

RIPA Radioimmunprézipitation

RNA Ribonukleinsdure

RPMI Roswell Park Memorial Institute

SDS Dodecylsulfat

SOX17 SRY-box transcription factor 17

SOX2 SRY-box transcription factor 2

TACE Transarterielle Chemoembolisation

TARE Transarterielle Radioembolisation

TESE Testikuldre Spermienextraktion

TGCT Testicular Germ Cell Tumor

TIN Testikulére intraepitheliale Neoplasie

TNM Tumor-node-metastasis

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

XTT Natrium-3°-[1-(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis-(4-methoxy-
6-nitro)-benzolsulfonsdurehydrat

YST Yolk sac tumor

B-HCG Humanes Choriongonadotropin

uL Mikroliter

uM Mikromol

VII



Inhaltsverzeichnis

L 2141 (S5 11111V S U PR PSRRI 1
1.1 KeIMZEIITUMOT ...ttt ettt 1
1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren ..........ccccoecvieeiiiinciiiiniieeeiie e, 1
1.1.2 Histopathologische Klassifikation ............ccoceverviniininiininicnicee, 2
1.1.3 PrognoSefaktoren ........c.cccuiiiiieiiiieieeiiecie et 4
1.1.4 Diagnostik und Therapeutische Optionen..........ccceeeeveeeriieeeieeerieeeieene 4
1.2 DOotterSaACKEUMOTE ......oueieiiieeiiteiee et 7
1.2.1 Entstehung und Epidemiolo@ie...........ccccvieiiiiiiieniiieiiecieeieeie e 7
1.2.2 Differenzierung und Diagnose.........cccvieeiiieeiiieeriiieeiie e 8
1.3 Dottersacktumor und Hepatozelluldres Karzinom...........c.ccccovveevvieecveeenneennee. 9
1.3.1 TherapeutisSche OPLtiONEN ........cc.eeviieiiierieeiierie ettt 10
1.4 Ziele der ArDeit.. ..o 11
2 Materialien und MethOden .............occuiiiiiiiiiiiiecie e 12
2.1 IMALETIALIEN ... 12
2.1.1 Humane Keimzelltumor-, Leberkrebs- und Kontrollzelllinien............... 12
2.1.2 Materialien der ZellKultur............ccooeeeiieiiiieeieece e 12
2.1.3 Zellkulturmedien und Supplemente.............ceccueeeiierieiiiienieeieeeeeeeeee. 13
2.1.4 Materialien fiir BCA-Protein-AsSSay .........cccceevveevrierieerieenieeieenieesveenenes 14
2.1.5 Materialien fiir Human Phospho-Kinase Array Kit.........c.cccccveeveveenenn. 14
2.1.6 Verwendete INhibitoren .........cccoocveviiiiiiiniiniiienieecceeceeeeseee, 15
2.1.7 Materialien fir XTT-ASSAY .....ccccevvrerrierieeirienieeieeeieenieeeeeereeseeeseenenes 16
2.1.8 In der qRT-PCR verwendete Primer..........cccccveeeiieeniieeniieeeiee e, 16
2.1.9 Materialien fiir RNA-ISOlation..........coeviiiiieniiniieieeee e, 17
2.1.10  Materialien fiir Proteinextraktion..........ccceevvereerierienienenienieneeee e 17
2.1.11  Materialien fiir Annexin V/PI Apoptose- und Zellzyklus-Analyse........ 18

VIII



2.2 METROAEI .o 19

2.2.1 KUIIVICTUNG ...ttt e 19
2.2.2 Passagieren der Zellen ..........cccueeeciveeciiieiiieeeieeee e 19
223 TIYPSINICTRI ...ttt ettt ettt ettt ettt e et e et eeabeesaeeenbeeneeas 19
224 Automatisierte ZellZAhIung............ccoovvvviiiiiiniiiiice e 19
225 X T T ASSAY -ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt e s st e aeenteseeenseennens 20
2.2.6 Annexin V / Pl ApOptoSe-ASSaY......cecueriieniieiiieniieiieeniie e 22
2.2.7 Zellzyklus-ANalySen ........c.ceocuiiriiiiiieiieeiieeeee e 23
2.2.8 CDNA-SYNRESE ...veieiiiieiiie ettt e e ens 23
2.2.9 GRT-PCR ..ottt 24
2.2.10  Human Phospho-Kinase AITay .........ccccceevieriieriieniiienieeiieniieeieesee e 24

3 ETEDMISSE ..eieuiiiiiieieecie ettt et enbeebeeebeensaeearaens 27
3.1 Proteindetektion mittels ,,Human-Phospho-Kinase-Array“..............ccccoueee. 27
3.2 Genexpressionsanalyse mittels RNA-seq- und TCGA-Daten..........c.ccoueeee. 29
3.3 Validierung der Genexpression mittels QRT-PCR............cccceceveiiiiniieiiiennnnnn 34
3.4  Zellviabilititsmessung mittels XTT-Reduktionstest ...........ccceeveveeerveercnnennnne. 35
3.5  Untersuchung der Apoptoseinduktion ............ccceeceeeveeerieeiiienieenieenie e 42
3.6 ZellzyKIusanalySe........c.ccocueeciiiiiiiiiieiiieieeeie ettt e 45

4 DASKUSSION. ...ttt ettt ettt st e 48
5 SchlUSSTOIZEIUNG. ... .eiiuiieiieiiiee ettt et 53
6  Literatur- und QuellenverzeiChnis ............ocvveeiviieeiiiiieiieeeiee e 54

IX



1 Einleitung

1.1 Keimzelltumor

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Der Keimzelltumor (KZT) ist der hdufigste Tumor bei jungen Mannern zwischen 20 und
45 Jahren. Der Anteil der KZT an allen Krebserkrankungen ist zwar mit 1,5 % eher
gering, dennoch steigt die Inzidenz jéhrlich immer weiter an und lag zuletzt bei 10 /
100.000 Minnern. Jahrlich erkranken in Deutschland ca. 4000 Menschen an einem KZT
und ca. 150 Patienten versterben an dieser Erkrankung. Das mittlere Erkrankungsalter
betrigt 38 Jahre (1).

In Abbildung 1 sieht man, dass die Erkrankung des testikuldren Keimzelltumors weltweit
stark variiert. Wéhrend in grofen Teilen Afrikas und Asiens die Hiufigkeit der
Erkrankung bei unter 1 von 100.000 ménnlichen Personen liegt, betrdgt sie in Norwegen
bis zu 9,9 / 100.000, in Danemark bis zu 9,4 / 100.000 und in der Schweiz 9,2 / 100.000.
Obwohl die Inzidenz in den zuletzt genannten Léandern am hochsten ist, ist die Sterberate
dort im Vergleich zu anderen Lidndern gering. Dies legt nahe, dass eine starke
Verbesserung der Therapieoptionen vor allem in Nicht-Europdischen Landern nétig ist,

um die Mortalititsrate zu senken (2).
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Abbildung 1: Héufigkeit (a) und Sterberate (b) an testikuldrem Keimzelltumor weltweit. (2)
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Die Inzidenz weist eine geographische, ethnische, altersabhingige und
soziodkonomische Abhédngigkeit auf und hat sich zwischem den Jahren 1973 bis 2008 in
nahezu allen Industrieldndern verdoppelt (3).

Die steigende Inzidenzrate betrifft vor allem die kaukasische Bevolkerung. Bei jungen

hellhdutigen Ménnern in nordlichen Lindern ist die Inzidenzrate 10-mal hoéher als bei



dunkelhdutigen und asiatischen Ménnern. Die Inzidenz ist daher abhingig von der
Geburtsstitte. In verschiedenen Studien wurde festgestellt, dass die Inzidenz der KZT bei
Einwanderern nicht abhingig von dem derzeitigen Lebensort, sondern von dem
Geburtsort ist [3].

Erstmalig beschrieben wurde der KZT 1972 als Carcinoma in situ. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate stieg von unter 30 % im Jahr 1950 an auf ca. 95 % im Jahr 2018. Dies
liegt vor allem an der hohen Sensitivitit des Keimzelltumors auf die systemische Therapie
(2).

Der grofite Risikofaktor fiir testikuldre Tumore ist vor allem eine familidre Vorbelastung
durch KZT. Aber auch das Klinefelter-Syndrom, Mikrolithiasis und Kryptorchismus sind
zu beachtende Risikofaktoren. Kryptorchismus erhoht das Risiko um das 5-fache [3].
Kryptorchismus beschreibt das Fehlen mindestens eines Hodens im Hodensack. Es ist
eine der hdufigsten angeborenen Missbildungen. Normalerweise entwickeln sich die
Hoden embryonal im Retroperitoneum des Abdomens und wandern dann durch den
Leistenkanal in das Skrotum. Beim Kryptorchismus hat dieser Deszensus testis gar nicht
oder nicht vollstindig stattgefunden. Meistens kann man bei betroffenen Patienten, den
nicht abgesenkten Hoden im Inguinalkanal tasten, bei wenigen verbleibt er im
Retroperitoneum oder fehlt komplett (4).

Weitere Risikofaktoren sind eine wiederholte Diagnose eines testikuldren
Keimzelltumors in der Vergangenheit, genetische Veranlagung und miitterliche in utero
Exposition. Diese Exposition beinhaltet Faktoren wie das Rauchen widhrend der

Schwangerschaft oder den hormonellen Einfluss von Ostrogen (5).

1.1.2 Histopathologische Klassifikation

Die Keimzelltumoren werden nach dem histopathologischen Aussehen, der Keimzelllinie
und dem Erkrankungsalter eingeteilt. In Abbildung 2 siecht man eine schematische
Darstellung der histopathologischen Klassifikation. Man unterscheidet zwei
Hauptgruppen, die Keimzellneoplasie in situ (GCNIS, im Englischen ,,germ cell
neoplasia in situ®) -assoziierten testikuldren Keimzelltumoren (TKZT) und die nicht-
GCNIS-assoziierten TKZT (2).

Die nicht-GCNIS-assoziierten TKZT werden unterteilt in den Typ-I und Typ-III. Der
Typ-I-Keimzelltumor tritt vor allem prépubertér bei jungen Ménnern auf und schlie3t das
Teratom und den Dottersacktumor (DST) ein. Es wird davon ausgegangen, dass sich

dieser Tumortyp aus einer embryonalen Keimzelle entwickelt, deren Differenzierung
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durch ungiinstige Umweltbedingungen gestort wird. Die weitere Entwicklung wird
dahingehend gestort, dass das Pluripotenzprogramm nicht herunterreguliert werden kann.
Es entwickelt sich stattdessen eine Zelle, die sich in eine Teratomzelle oder in eine
Dottersacktumorzelle differenziert (2).

Bei dem Typ-I-Tumor geht man von einem genetischen Einfluss durch die Genotypen
der Mutter aus (2).

Der Typ-IlI-Keimzelltumor kommt vor allem bei dlteren Méannern vor und wird als
spermatozytischer Tumor bezeichnet. Der Tumor entwickelt sich aus einer
Spermatogonie und ist gutartig (2).

Zu den GCNIS-assoziierten TGCTs gehort der Keimzelltumor vom Typ-II. Er tritt am
haufigsten auf und betrifft insbesondere junge Mianner zwischen 15 und 45 Jahren. Man
unterscheidet dabei die Seminome von den Nicht-Seminomen. Bei den
Keimzelltumorzellen vom Typ-II handelt es sich beim Embryonalkarzinom um pluri- bis
totipotente Zellen, d.h. sie kdnnen sich in alle embryonalen und nicht-embryonalen Zellen
differenzieren. Nicht-Seminome sind  meistens eine  Mischung aus
Embryonalkarzinomen, Teratomen, Dottersacktumoren, Chorionkarzinomen und
Seminomen (2).

Nicht-Seminome entwickeln sich aus dem Embryonalkarzinom (EK). Dieses kann sich
in ein Teratom oder in extraembryonales Gewebe differenzieren. Zu den

extraembryonalen Gewebeteilen zdhlen der Dottersacktumor und das Chorionkarzinom

(6).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Einteilung des testikuldren Keimzelltumors. (2)



1.1.3  Prognosefaktoren

Laut der ,,European Association of Urology* (EAU) tritt bei 15 — 30 % der Patienten mit
einem Keimzelltumor ein Rezidiv nach der Erstbehandlung mit Chemotherapie auf. Diese
benotigen dann eine weitere zusétzliche Rezidiv-Therapie. Das Langzeitiiberleben nach
Erstdiagnose liegt bei 15 — 30 Jahre (7).

Zudem werden auch Nebenwirkungen der Therapie auf andere Organsysteme beobachtet.
Nierenerkrankungen, zerebrovaskuldre Ereignisse, sekundire Leukdmien und
Schlaganfille sind Beispiele fiir solche Nebenwirkungen. Auch die psychische
Gesundheit kann durch physische Krankheitssymptome reduziert werden. Dadurch kann
die Lebensqualitit stark abnehmen (7). Dennoch sind vor allem seit der Moglichkeit der
Chemotherapie mit Cisplatin die Heilungschancen gestiegen (8).

Jedoch bendtigen 5 — 10 % der Patienten mit KZT und 20 — 30 % der Patienten mit
Metastasen eine Rezidiv-Therapie und konnen nicht direkt geheilt werden. Dann kénnen
die Patienten nur noch von einer palliativen Chemotherapie profitieren (9).

Man teilt die Patienten mit metastasierten Keimzelltumoren in eine ,,gute,
»intermedidre oder ,schlechte“ Prognosegruppe ein. Die ,gute Prognosegruppe
umfasst 60 % der Patienten mit einem metastasierten Keimzelltumor. Dabei handelt es
sich um einen gonadalen oder retroperitonealen Primédrtumor mit niedrigen
Tumormarkern. Die Metastasen befinden sich dabei allein in Lymphknoten und / oder der
Lunge. Die Langzeitiiberlebensrate betragt nach Cisplatin-basierter Chemotherapie zwar
90 %, hat sich in den letzten 15 Jahren jedoch nicht verbessert (10).

Der ,,intermedidren* Prognosegruppe kdnnen 20 — 25% aller metastasierten Patienten
zugeordnet werden. Die Tumormarker sind hoher als bei der ,,guten® Prognosegruppe und
die Langzeitiiberlebensrate nach Cisplatin-basierter Chemotherapie liegt bei 80 % (10).
15 — 16 % werden zu der ,,schlechten* Prognosegruppe gezéhlt. Dies sind Patienten mit
einem primér mediastinalen Keimzelltumor. Dieser hat zudem hohe Tumormarker und
nichtpulmonale viszerale Metastasen. Die Langzeitliberlebensrate liegt hier bei 40 — 50%

(10).

1.1.4 Diagnostik und Therapeutische Optionen

Die Verdachtsdiagnose des TKZT wird bei der Anamnese und korperlichen
Untersuchung gestellt, wenn eine schmerzlose Hodenvergro3erung zu erkennen und eine
derbe, schmerzlose, intratestikulire Raumforderung zu tasten ist. Danach wird die

Diagnose gesichert durch Sonographie beider Hoden, des Retroperitoneums und
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Abdomens, durch Bestimmung der Serum-Tumormarker Alpha-1-Fetoprotein (AFP),
humanes Choriongonadotropin (B-HCG), Plazentare Alkalische Phosphatase (PLAP) und
Lactatdehydrogenase (LDH) und durch ein CT des Thorax und Abdomens nach einer
Ablatio testis (11).

Ein generelles Screening auf einen TKZT wird aktuell nicht empfohlen, jedoch wird
jungen Minnern eine regelmiBige Selbstuntersuchung der Hoden angeraten,
insbesondere bei Vorliegen von Risikofaktoren. Bei Auffilligkeiten sollten sie sich dann
einem Urologen vorstellen (12).

Da die Erkrankung selten auftritt, ist eine einheitliche Therapieempfehlung fiir Praxen
ohne entsprechende Expertise wichtig. Diese ist bei frithen und nicht metastasierten
Hodentumoren vorhanden. Fiir Hodentumore, die metastasieren oder sich in einem spéten
Stadium befinden, ist diese jedoch nicht verfiigbar. Aufgrund dessen ist es wichtig, diese
Patienten an spezialisierte Hodentumorzentren weiterzuleiten (12).

Die Primértherapie eines TKZT besteht in einer inguinalen radikalen Orchiektomie. Falls
die Dignitdt des Tumors makroskopisch unklar ist, sollte eine Schnellschnittdiagnostik
intraoperativ durchgefiihrt werden. Falls die Skrotalwand infiltriert oder das Wachstum
perforierend ist, sollte eine Hemiskrotektomie vorgenommen werden (11).

Bei Ausbildung vital bedrohlicher Metastasen sollte die Ablatio testis nicht primir
vorgenommen werden, sondern erst sekundér nach primérer Chemotherapie (11).

Es kann eine Enukleationsresektion durchgefiihrt werden, wenn die Testosteron- und LH-
Serumspiegel praoperativ normal sind, der Tumor diagnostisch gut abgrenzbar vom
umliegenden Gewebe ist, intraoperativ eine Schnellschnittdiagnostik moglich ist und
postoperativ der Patient eine hohe Mitarbeit bei der medizinischen Behandlung zeigt. Bei
der Organ-erhaltenden Therapie wird die physiologische Testosteronsynthese bei etwa 90
% der Patienten aufrechterhalten und 10 % konnen trotz beidseitigem Keimzelltumor auf
natlirlichem Wege Kinder zeugen (11).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt nach Tumorenukleation bei 99 % und die lokale
Rezidivrate bei 5,5 % (3).

Eine Keimzellneoplasie in situ (KZNIS) kann durch Bestrahlung mit 18 Gray (Gy)
therapiert werden. Diese kann jedoch aufgeschoben werden, falls bei dem Patienten noch
ein Kinderwunsch vorhanden ist. Dann sollte er jedoch regelmdBige
Kontrolluntersuchungen wahrnehmen. Die TIN ist eine obligate Priakanzerose und liegt
zu 5 % auch im kontralateralen Hoden vor. Dieser sollte biopsiert werden, wenn das

Hodenvolumen weniger als 12 ml betrdgt und das Patientenalter unter 30 liegt (11).
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Die Behandlung von Patienten mit metastasiertem Keimzelltumor unterscheidet sich
zwischen den verschiedenen Prognosegruppen. Patienten mit guter Prognose sollen mit
der Standardchemotherapie aus Cisplatin, Etoposid und Bleomycin (PEB) behandelt
werden. 3 Zyklen im 5-Tages-Regime erzielten in Studien die besten Ergebnisse. Die
rezidivfreie 2-Jahres-Uberlebensrate betrug dort 90,4 %. Cisplatin ist zudem deutlich
weniger neuro- und nephrotoxisch als Carboplatin. Bleomycin hat jedoch eine nicht auller
Acht zu lassende pulmonale Toxizitdit. Daher wird bei Patienten mit
Lungenvorerkrankungen auf Bleomycin verzichtet und stattdessen mit 4 Zyklen Cisplatin
und Etoposid (EP) behandelt (10).

Patienten aus der ,intermedidren” Prognosegruppe werden mit 4 Zyklen PEB-
Chemotherapie mit einer Etoposidgesamtdosis von 500 mg/m? therapiert. Wenn
Bleomycin kontraindiziert ist, kann alternativ mit 4 Zyklen Etoposid, Ifosfamid und
Cisplatin therapiert werden (10).

Patienten mit schlechter Prognose haben bei einer Behandlung mit 4 Zyklen BEP ein
Langzeitiiberleben von ca. 50 %. Bisher wurde durch Erhohung der
Medikamentendosierung keine Wirksamkeitssteigerung erzielt, sondern die Toxizitdt
sogar erhoht. Eine andere Therapiemoglichkeit stellt die Hochdosischemotherapie mit
Blutstammzellunterstiitzung dar. In Studien mit der Hochdosischemotherapie aus
Carboplatin, Etoposid und Ifosfamid wurde der Uberlebensvorteil mit dieser Therapie auf
10 — 15 % geschitzt. Das Langzeitiiberleben betrug dort 75 % (10).

Die Heilungschancen unter Chemotherapie mit Cisplatin sind seit langer Zeit sehr gut.
Jedoch entwickeln 10 — 15% der Patienten verschiedene Resistenzmechanismen gegen
diese Therapie. Bisher gibt es keine eindeutige Therapie gegen diese Cisplatin-Resistenz.
Daher werden aktuell alternative Therapiemoglichkeiten untersucht (8).

Eine Alternative zu Cisplatin sind Ifosfamid, Gemcitabin, Oxaliplatin, Paclitaxel und
Etoposid. Diese haben in Studien eine klinische Wirksamkeit gezeigt. Neben dieser
Monotherapie kann auch eine Kombinationschemotherapie in Frage kommen. Dabei
erreichte die Kombination aus Gemcitabin, Oxaliplatin und Paclitaxel (GOP) in Studien
bei 51 % der Patienten eine Remission (8).

Bei Patienten mit einer Erhdhung des a-Fetoproteins (AFP) ohne Dynamik kann eine
»Desperation surgery* vorgenommen werden. Dabei sollte jedoch eine RO-Resektion
aller Lasionen erzielt werden konnen. Bei erhohten B-HCG-Werten sollte diese Therapie
jedoch nicht in Betracht gezogen werden. Bei einer ,,.Desperation surgery” wird eine

alleinige operative Resektion vorgenommen ohne Systemtherapie (8).
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Je nach Therapie sollte dem Patienten vor einer Behandlung eine Fertilitdtsprotektion
angeboten werden. Vor der Ablatio testis, Strahlentherapie oder Chemotherapie stellt die
Kryokonservierung eine mogliche Option dar. Falls prdoperativ eine Azoospermie
vorliegen sollte, kann eine bilaterale testikuldre Spermienextraktion in Betracht gezogen

werden (12).

1.2 Dottersacktumore

1.2.1 Entstehung und Epidemiologie

Dottersacktumore (DST) sind maligne KZT die aus den primordialen Keimzellen (PKZ)
entstehen. 80 % befinden sich in den Ovarien oder Testikeln, wihrend dagegen 10 — 20
% extragonadal gelegen sind. Die PKZ kdnnen in die Genitalleisten wandern und auf dem
Weg im gesamten Korper entarten. Zudem zeigen die DST Strukturmerkmale, die eine
endodermale extraembryonale Differenzierung widerspiegeln (13).

Die DST entwickeln sich als Typ-I-Keimzelltumor im Neugeborenen- bis Kleinkindalter
und als Typ-II-Nicht-Seminom postpubertir. Die Proteine KIT, plazentare alkalische
Phosphatase 1 (PLAP1), OCT4, NANOG, der Transkriptionsfaktor SOX17, das RNA-
bindende Protein LIN28 und die miRNAs miR-371-3 und miR-302/367 haben einen
Einfluss auf die Entwicklung einer Keimzellneoplasie in situ. Aus dieser konnen sich
dann Seminome oder Nicht-Seminome entwickeln, was wiederum durch &duflere
Einflussfaktoren bestimmt wird (2).

Nicht-Seminome konnen sich anschlieBend in undifferenzierte Embryonalkarzinome
oder in differenzierte Teratome, Chorionkarzinome und Dottersacktumore entwickeln.
Wie zuvor erwidhnt spielen bestimmte Proteine eine wichtige Rolle in der
Differenzierung. So kann beispielsweise OCT3/4 in Seminome und Embryonalkarzinome
detektiert werden, jedoch nicht in Chorionkarzinome, Teratome oder Dottersacktumoren.
Die genaue Entstehung ist noch unbekannt. Es wird jedoch vermutet, dass bei der
Entwicklung vom Seminom zum Embryonalkarzinom die Mikroumgebung und
epigenetische Modifikation eine Rolle spielen (7).

Der Dottersacktumor zdhlt zu den Keimzelltumoren mit einer extraembryonalen
Differenzierung, dessen Histologie trophoblastidren Zellen dhnelt. Die Inzidenz in der
Neonatalzeit betrdagt 21,1 auf 1 Millionen Kinder. Dabei tritt er meist als maligne Entitét

eines Teratoms auf. Vor allem im Sduglings- und Kindesalter treten Dottersacktumore



auf. In der Pubertét erweitert sich das Spektrum auf Seminome und Nicht-Seminome,
welche sehr haufig Mischformen aus Dottersacktumor und Teratomen sind (14).
Das o-fetoprotein (AFP) ist ein Protein, das vom DST sezerniert wird. Es ist ein

Biomarker und korreliert mit der Malignitit des DST (15).

1.2.2 Differenzierung und Diagnose

In Studien wurde die Differenzierung von Embryonalkarzinomen zu DST untersucht.
Dafiir fiihrten Wruck et al. eine Metaanalyse von Hochdurchsatzdaten der Gen- und
Mikro-RNA-Expression, DNA-Methylierung und Mutationslast durch, um molekulare
und epigenetische Mechanismen zu verstehen. Die Ergebnisse wurden mittels qRT-PCR
und Immunhistochemie verifiziert. Es wurde festgestellt, dass die Differenzierung einer
Kontrolle durch verschiedene Gene unterliegt. In adulten Dottersacktumoren (aDST)
waren im Vergleich zu EK die Expression von Genen wie FOXA2 und SOXI7
hochreguliert, wihrend dagegen SOX2 herunterreguliert war. Fiir die Untersuchung der
Transkriptionsfaktor-Bindestellen wurden ChiP-Seq-Daten des ENCODE-Projekts
untersucht. Fir die Untersuchung der Differenzierung wurden zudem
Leberzellkarzinomzellen herangezogen, da diese eine starke Expression von FOXA2 und
weiteren DST-assoziierten Faktoren aufweisen. Insgesamt zeigte sich im Vergleich von
aDST und padiatrischen Dottersacktumoren (pDST) eine &hnliche Genexpression,
wihrend dagegen sich die Genexpression in aDST stark von der Genexpression in EK
unterschied. FOXA2 wurde dabei als Schliisselgen identifiziert. Dieser
Transkriptionsfaktor agiert in Verbindung mit SOX17, dessen Expression in DST vor
allem im Vergleich zu Seminomen hochreguliert ist, und spielt eine entscheidende Rolle
in der Zelldifferenzierung auch anderer Tumorarten wie dem Blasenkarzinom und
Prostatakarzinom. Es wurde festgestellt, dass die Differenzierung von Seminom-Zellen
in Nicht-Seminomzellen mit DST-Anteilen durch die SOX17-Expression induziert wird,
welche wiederum durch die FOXA2-Expression induziert wird. Wruck et al. vermuten,
dass eine FOXA2-Induktion eine Hochregulierung von SOXI7 in SOX17-/SOX2+ EK
auslost. Abbildung 3 zeigt eine schematische Ubersicht der Differenzierung. In
Hepatozyten und Leberzellkarzinomzellen konnten diese DST-assoziierten Gene
ebenfalls detektiert werden und auch der in DST wichtige WNT- und BMP-Signalweg
scheint hier eine Rolle zu spielen. Man kann daher von einer molekularen Verwandtschaft

zwischen Leber-/Leberzellkarzinomzellen und DST-Zellen ausgehen (6).
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Abbildung 3: DST-Differenzierung unter FOXA2 und SOX17.

1.3 Dottersacktumor und Hepatozelluldres Karzinom

Zwischen dem DST und dem Hepatozelluliren Karzinom (HZK) gibt es
Gemeinsamkeiten auf molekularer Ebene. Zum einen werden Gene wie FOXA2, SOX17,
AFP, APOA1/A2/B, ALB, TTR, FGA/B/G und GATA3/4/6 in beiden Tumorzellen
exprimiert, zum anderen spielt der WNT- und BMP-Signalweg in beiden Entititen eine
wichtige Rolle bei der Zelldifferenzierung (6).

In vorherigen Studien wurde die Genexpression in adulten und pédiatrischen
Dottersacktumorzellen, sowie in Embryonalkarzinomzellen, den Vorlduferzellen des
DST, untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die Genexpression im adulten (aDST)
und péadiatrischen (pDST) Dottersacktumor sehr dhnlich ist, wahrend dagegen das EK
sich auf Gen- und MicroRNA-Expressionsebene stark von dem aDST unterscheidet.
Daher vermutet man &hnliche molekulare Mechanismen und dhnliche Wirksamkeit von
Therapeutika im aDST und pDST (6).

Die Analyse des FOXA2-Genlokus in Leberzellen und Zellen des Hepatozelluldren
Karzinoms zeigte eine starke Expression dieses Gens. Zudem wurde eine Expression
verschiedener Gene detektiert, die auch typisch fir den DST sind (4FP, APOAI/A2/B,
ALB, FGA/B/G, GATA3/4/6). Dieses Genexpressionsprofil wurde immunhistochemisch
auf Protein-Ebene untersucht. Dafiir wurden in Formalin fixierte und in Paraffin
eingebettete Keimzelltumorgewebe (FFPE) angefdrbt. Alle Gewebe des aDST zeigten
eine starke Expression von FOXA2 (100 %), GATA3 (100 %), SOX17 (100 %), GPC3 (93
%) und AFP (95 %). Durch Analyse der FOXA2-Genexpression konnen zudem die
Anteile des DST in einem gemischten KZT von anderen Komponenten, wie dem Teratom

oder Chorionkarzinom, unterschieden werden (6).



Die WNT-, BMP- und MAPK-Signalwege sind in Dottersacktumorzellen hochreguliert,
wihrend sie in Embryonalkarzinomzellen runterreguliert sind. Im Vergleich dazu spielen
die WNT- und BMP-Signalwege auch in der Differenzierung von humanen pluripotenten
Stammzellen zu Hepatozyten eine grof3e Rolle (6).

Auf molekularer Ebene zeigen DST demnach eine hohe Ahnlichkeit zu Leberzellen und
Zellen des HZK. Aufgrund dieser molekularen Verwandtschaft sollen in dieser
Doktorarbeit Therapieoptionen des HZK auf DST-Zellen in vivo angewendet werden.
Deswegen wird im Folgenden zunéchst auf Therapieoptionen bei Hepatozelluldrem

Karzinom eingegangen.

1.3.1 Therapeutische Optionen

Circa 90% aller Hepatozelluldren Karzinome entstehen aufgrund einer Leberzirrhose.
Dabei haben Patienten mit einer Leberzirrhose oder einer chronischen Virusinfektion ein
hoheres Risiko an einem HZK zu versterben. Oft wird das HZK erst diagnostiziert, wenn
der Patient Symptome aufweist. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt dann bei 0 - 10 %.
Bei HZK-Patienten ohne Leberzirrhose stellt die Resektion des Karzinoms die Therapie
der Wahl dar. Dabei sind bei bis zu 60 % der Patienten mit einem HZK kurative
Resektionen moglich. Eine regelméfBige Nachsorge iiber 5 Jahre soll nach Resektion eines
HZK ohne Leberzirrhose erfolgen (16).

Innerhalb der Systemtherapie des HZK gibt es Substanzen mit einem
Wirksamkeitsnachweis in Phase-III-Studien. Diese konnen bei HZK-Patienten mit
erhaltener  Leberfunktion und Fernmetastasen angewendet werden. Der
Wirksamkeitsnachweis liegt vor fiir eine Kombinationstherapie mit den Antikérpern
Atezolizumab gegen PD-L1 und Bevacizumab gegen VEGF, fiir die Tyrosinkinase-
Inhibitoren Sorafenib und Lenvatinib, bzw. fiir Regorafenib und Cabozantinib nach
Vortherapie mit Sorafenib, und fiir den VEGF-R2 Antikorper Ramucirumab fiir Patienten
nach Sorafenib und einem Alpha-Fetoprotein-Wert von > 400 ng/ml (16).

In einer 2008 durchgefiihrten Zulassungsstudie fiihrte Sorafenib bei Patienten mit
fortgeschrittenem HZK zu einem Gesamtiiberleben von 10,7 Monaten gegeniiber 7,9
Monaten mit Placebo. Die Uberlebensrate nach einem Jahr betrug bei Sorafenib 44 % im
Vergleich zum Placebo mit 33 %. AuBlerdem verldngerte sich der Zeitpunkt bis zur
radiologischen Progression von 2,8 auf 5,5 Monate unter Therapie mit Sorafenib (16).
Neben Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Sorafenib und Lenvatinib, werden auch

Forschungen zu anderen molekular-zielgerichteten Therapiemdoglichkeiten durchgefiihrt.
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Studien zeigten einen kontrollierenden Effekt auf das HZK-Wachstum und eine
Hemmung der Tumorvaskulogenese durch Inhibition der Poly(ADP-ribose)-Polymerase
(PARP) (17).

Der Aurorakinase/Y AP/P21- Signalweg scheint zudem in der Onkogenese des HZK von
Bedeutung zu sein. Eine Aurorakinase-Inhibition mag demnach ein weiterer moglicher

Therapieansatz sein (18).

1.4 Ziele der Arbeit

Aufgrund einer vermehrten Cisplatinresistenz und starken nephro- und neurotoxischen
Nebenwirkungen dieser Chemotherapie, steigt die Mortalitét der Patienten mit einem
Dottersacktumor. Da insbesondere der DST sehr maligne und aggressiv ist, bedarf es hier
einer Untersuchung weiterer Therapieoptionen.

In dieser Doktorarbeit sollen daher neue Therapieoptionen fiir DST in vitro untersucht
werden. Dafiir nehmen wir eine molekulare Ahnlichkeit des DST zum Hepatozelluliren
Karzinom (HZK) an und wihlen daher Medikamente aus, die in der Leitlinie des HZK
empfohlen werden oder in ersten Studien vielversprechende Ergebnisse erzielten. Zudem
werden Proteine in Dottersacktumorzellen identifiziert, die mdgliche Ziele weiterer
Medikamente sein konnten.

Insgesamt soll {iberpriift werden, ob Tyrosinkinase-, Aurorakinase- und PARP-
Inihibitoren (TAPi) eine mogliche Therapieoption fiir Dottersacktumore wiren.

Dies soll in Dottersacktumorzellen, Fibroblasten, Endothelzellen und HZK-Zellen
untersucht werden. Zuerst sollen TAPi-Zielproteine und deren Genexpression in DST-
Zellen mittels qRT-PCR ermittelt und anschlieBend die Zellviabilitdt nach
Inhibitorbehandlung mittels XTT-Assay gemessen werden. Eine spezifische Wirkung auf

Apoptoseinduktion und Zellzyklusverinderungen wird anschlieend untersucht.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Humane Keimzelltumor-, Leberkrebs- und Kontrollzelllinien
Ubersicht der verwendeten humanen Keimzelltumor-, Leberkrebs- und
Kontrollzelllinien. Aufgelistet sind der Ursprung des Gewebes und das Geschlecht der

Patienten, aus denen die jeweiligen Zelllinien gewonnen wurden.

Zelllinie Ursprung Geschlecht
GCT72 Dottersacktumor ménnlich
1411H Dottersacktumor mannlich
NOY-1 Dottersacktumor weiblich
NOY-1-R | Dottersacktumor weiblich
HepG2 Hepatozellulires Karzinom -

HVHF2 Vorhaut; Fibroblasten ménnlich
MPAF Haut; Fibroblasten ménnlich
HUVEC Umbilicalvene; Endothelzellen -

Tabelle 1: In dieser Studie verwendete Zelllinien.

2.1.2 Materialien der Zellkultur
Materialien fiir die Standard-Kultivierung von Keimzelltumor-, Leberkarzinom- und
Kontrollzelllinien in der Zellkultur. Aufgelistet sind die jeweiligen Materialien, der

Hersteller des Produkts und der Standort in Deutschland.
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Material Hersteller Standort in DE
(D)PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) Sigma-Aldrich Taufkirchen
Automatischer Zellzihler TC20TM BioRad Feldkirchen
CO2-Inkubator HeraCell 150i Thermo Fisher Scientific [ Darmstadt
DMEM (1x) + GlutaMAX™ Thermo Fisher Scientific | Darmstadt
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Taufkirchen
Endothelial Cell Growth Medium PromoCell Heidelberg
Fetales Kilberserum (FCS) Biochrom/MERCK Berlin/Darmstadt
Glas-Pasteur-Pipetten Brand Anrdchte
Kiihlzentrifuge Allegra 2IR Centrifuge BeckmanCoulter Krefeld
L-Glutamin Thermo Fisher Scientific | Darmstadt
Nicht-essenzielle Aminosduren Thermo Fisher Scientific [ Darmstadt
P/S Thermo Fisher Scientific | Darmstadt
Pipetten 0.5 pl, 20 pl, 100 ul, 1000 pl Eppendorf Leipzig
Reaktionsgefifie 0.5 ml Eppendorf Leipzig
Rohrchen 15 ml/50 ml Greiner Bio-One Frickenhausen
RPMI Medium 1640 (1x) Thermo Fisher Scientific | Darmstadt
Sterile Pipetten 5 m1/10 ml/25 ml Sarstedt Niimbrecht
T-75 Zellkultur-Flaschen Greiner Bio-One Frickenhausen
Trypanblau 0.4 % Sigma-Aldrich Taufkirchen
Trypsin-EDTA 0.05 % Phenolrot Thermo Fisher Scientific | Darmstadt
Zahlkammern BioRad Feldkirchen
Zentrifuge 5810 Eppendorf Leipzig
Tabelle 2: Zellkulturmaterialien.
2.1.3  Zellkulturmedien und Supplemente
Ubersicht des jeweiligen Mediums und der Supplemente.

Zelllinie Medium Supplemente

GCT72 RPMI Medium 10% FCS; 1% P/S; 1% L/G

1411H DMEM 10% FCS; 1% P/S; 1% L/G

NOY-1 RPMI Medium 10% FCS; 1% P/S; 1% L/G

NOY-1-R | RPMI Medium 10% FCS; 1% P/S; 1% L/G

HepG2 DMEM 10% FCS; 1% P/S

HVHF2 DMEM 10% FCS; 1% P/S; 1% L/G

10% FCS; 1% P/S; 1% L/G; 1x Non-essential
MPAF DMEM amino acids; 100 nM B-Mercaptoethanol
HUVEC g?gjvtgfll\‘;; i Celll 109 FCS; 1% P/S; 1% L/G (PromoCell)

Tabelle 3: Zellkulturmedien.




2.1.4 Materialien fiir BCA-Protein-Assay

Um die Menge an Proteinen in den jeweiligen Proben zu bestimmen, wurde der BCA
(Bicinchoninsdure)-Protein-Assay genutzt. Zur spektrophotometrischen Messung der
Platten wurde der ,,iMark Microplate Reader* von Bio-Rad Laboratories GmbH genutzt.
Der verwendete Radioimmunprézipitations-Assay-Puffer (RIPA) setzte sich zusammen
aus 110 mM NacCl, 1% Triton X-100, 0,5% DOC, 0,1% SDS, 50 mM Tris in H20 und

wird auf einen pH von 8 eingestellt.

Material

96-WellPlatte
Albumin Standard (V erdiinnungsreihe in RIPA 2

mg, 1 mg, 0,5 mg, 0,25 mg, 0,125 mg, 0,063 mg,
0,032 mg)

iMark Microplate Reader

Pierce™ BCA Protein Assay Reagent A/B
Thermomixer Comfort

Tischzentrifuge Mini Spin

Chemikalien fur RIPA-Puffer

DOC (SodiumDeoxycholat, C24H39Na04)
Natriumchlorid (NaCl)

SDS ultra pure (Dodecy!sulfat, C12H25Na04S)
Tris (Trisaminomethan, NH2C(CH20H)3)
Triton X-100

Tabelle 4: Ubersicht der fiir einen BCA-Protein-Assay benétigten Materialien.

2.1.5 Materialien fiir Human Phospho-Kinase Array Kit
Ubersicht der fiir den ,,Human Phospho-Kinase-Array* bendtigten Materialien der Firma

R&D Systems®.
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Material

Human Phospho-Kinase Array

Array Buffer 1

Array Buffer 2 (5x Konzentrat)

Array Buffer 3

Lysis Buffer 6

Waschpuffer-Konzentrat

Detektionsantikdrper-Cocktail A

Detektionsantikoérper-Cocktail B

Streptavidin-
Horseradishperoxidase (HRP)

Chemisches Reagenz 1

Chemisches Reagenz 2

8-Well-Multischale

Transparenz-Overlay-Vorlage

Tabelle 5: ,Human-Phospho-Kinase-Array” Materialien.

2.1.6 Verwendete Inhibitoren

Ubersicht der verwendeten Inhibitoren mit den jeweiligen Herstellern.

Inhibitoren Hersteller Standort Katalognummer
Apatinib Selleckchem Minchen S5248
AZD4547 Selleckchem Miinchen 5280105
Cabozantinib (BMS-907351) | Selleckchem Minchen S1119
Danusertib (PHA-739358) Selleckchem Minchen $1107
lbrutinib (PCI-32765) Selleckchem Minchen S2680
Imatinib (STI571) Mesylate Selleckchem Minchen S1026
Lenvatinib (E7080) Selleckchem Miinchen S1164
Nintedanib (BIBF 1120) Selleckchem Minchen S1010
Olaparib Cayman Chemical Hamburg 10621
Regorafenib (BAY 73-4506) Selleckchem Minchen S1178
SNS-314 Mesylate Selleckchem Minchen S8699
Sorafenib (BAY 43-9006) Selleckchem Minchen S7397
Talazoparib (BMN 673) Cayman Chemical Hamburg 19782

Tabelle 6:

Inhibitoren. Alle in DMSO gelost.
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2.1.7 Materialien fiir XTT-Assay

Zur spektrophotometrischen Messung der XTT-behandelten Platten wurde der ,,iMark
Microplate Reader* von Bio-Rad Laboratories GmbH genutzt.

Zur tabellarischen und graphischen Auswertung der LD50 -Werte wurde
,»@raphPadPrism6.01 der Firma GraphPad Software Inc. benutzt.

Ubersicht der verwendeten Materialien fiir ein XTT-Assay.

Material Hersteller Standort

96-Well-Platte Greiner Bio-One Kremsmiinster (Osterreich)
Costar® Reagenzreservoir, 50 ml Corning New York (USA)

iMark Microplate Reader Bio-Rad Laboratories GmbH | Feldkirchen (Deutschland)
Multikanalpipette Eppendorf Hamburg (Deustchland)
PMS (1,25 mM in PBS gelst) Greiner Bio-One Kremsmiinster (Osterreich)
XTT (1 mg/ml gelést in RPMI-Medium) | Cayman Chemical Michigan (USA)

Tabelle 7: XTT-Assay Materialien.

2.1.8 Inder qRT-PCR verwendete Primer
Ubersicht iiber verwendete Oligonukleotide, die in der gRT-PCR verwendet wurden,

deren Sequenz und deren Hersteller.
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Gen Sequenz fw Sequenz rev Hersteller Standort in DE
ABL1 TGAAAAGCTCCGGGTCTTAGG TTGACTGGCGTGATGTAGTTG Sigma Aldrich Darmstadt
ABL2 GAGAATGCAACCGAGAAGAGG CTTAAGCCAAAGTCAGCCAC Sigma Aldrich Darmstadt
ACTB AAAGACCTGTACGCCAACAC GTCATACTCCTGCTTGCTGAT Sigma Aldrich Darmstadt
AURKA TGGGTGGTCAGTACATGCTC TGCATCCGACCTTCAATCATTTC Sigma Aldrich Darmstadt
AURKB CGCAGAGAGATCGAAATCCAG AGATCCTCCTCCGGTCATAAAA Sigma Aldrich Darmstadt
AXL ATCAGCTTCGGCTAGGCAG TCCGCGTAGCACTAATGTTCT Sigma Aldrich Darmstadt
BRAF TGCAAGGTGTGGAGTTACAGT TCTCCAACACTTCCACATGCA Sigma Aldrich Darmstadt
BTK TCCGAGAAGAGGTGAAGAGTC AGAAGACGTAGAGAGGCCCTT Sigma Aldrich Darmstadt
CSK CTGACGTGTGGAGTTTCGGA GCAGCTCGTGGGTTTTGATG Sigma Aldrich Darmstadt
EGFR CCCACTCATGCTCTACAACCC TCGCACTTCTTACACTTGCGG Sigma Aldrich Darmstadt
FGFR1 AATGAGTACGGCAGCATCAAC ACCTCGATGTGCTTTAGCCAC Sigma Aldrich Darmstadt
FGFR2 CGCTGGGGAATATACGTGCT AGGTAGTCTGGGGAAGCTGT Sigma Aldrich Darmstadt
FGFR3 CCCAAATGGGAGCTGTCTCG CCCGGTCCTTGTCAATGCC Sigma Aldrich Darmstadt
FGFR4 CCATAGGGACCCCTCGAATAG CAGCGGAACTTGACGGTGT Sigma Aldrich Darmstadt
FLT1 GAAAACGCATAATCTGGGACAGT GCGTGGTGTGCTTATTTGGA Sigma Aldrich Darmstadt
FLT4 TGCTCAAGGAGGTGACAGAG CGCGAGTAGATGCTGGGG Sigma Aldrich Darmstadt
GAPDH | TGCCAAATATGATGACATCAAGAA GAGTGGGTGTCGCTGTTG Sigma Aldrich Darmstadt
HCK CCCTGTATGATTACGAGGCCA CACTCCCCGGATTCCTCTAGG Sigma Aldrich Darmstadt
KDR GTGATCGGAAATGACACTGGAG | CATGTTGGTCACTAACAGAAGCA Sigma Aldrich Darmstadt
KIT CAACCAAGGCCGACAAAAGG CTAGGGCCAACTCGTCATCC Sigma Aldrich Darmstadt
LCK TGCCATTATCCCATAGTCCCA GAGCCTTCGTAGGTAACCAGT Sigma Aldrich Darmstadt
LYN GCTTTTGGCACCAGGAAATAGC TCATGTCGCTGATACAGGGAA Sigma Aldrich Darmstadt
MET ACTCCCATCCAGTGTCTCCA TGGAAATGTCTGCAGCCCAA Sigma Aldrich Darmstadt
PARP1 TGCTGCTGTGAACTCCTCTG CATGGCCTTCACTTCATCCT Sigma Aldrich Darmstadt
PARP2 ACACCCATTGGACCAACACT GTGGGAGCATGGGTAGATTG Sigma Aldrich Darmstadt
PDGFRA TTGAAGGCAGGCACATTTACA GCGACAAGGTATAATGGCAGAAT Sigma Aldrich Darmstadt
PDGFRB | AGACACGGGAGAATACTTTTGC AGTTCCTCGGCATCATTAGGG Sigma Aldrich Darmstadt
RAF1 GGGAGCTTGGAAGACGATCAG ACACGGATAGTGTTGCTTGTC Sigma Aldrich Darmstadt
RET ACACGGCTGCATGAGAACAA GCCCTCACGAAGGGATGTG Sigma Aldrich Darmstadt
SRC TCGTGCGAGAAAGTGAGACC GCTTGCGGATCTTGTAGTGC Sigma Aldrich Darmstadt
YES1 CTCAGGGGTAACGCCTTTTGG CACCACCTGTTAAACCAGCAG Sigma Aldrich Darmstadt

Tabelle 8: Primerliste.

2.1.9 Materialien fiir RN A-Isolation

Fiir die Isolation der RNA aus den Zellpellets wurde das RNeasy® Mini-Kit der Firma
QIAGEN GmbH (Hilden, Deutschland) verwendet und nach dem ,,Quick-Start Protocol

March 2016* vorgegangen.

2.1.10 Materialien fiir Proteinextraktion

Der fuir die Proteinextraktion verwendete RIPA -Puffer setzte sich zusammen aus 110 nM

NacCl, 1% Triton X-100, 0,5% DOC, 0,1% SDS, 50 mM Tris und wird auf einen pH von

8 eingestellt.

Der Phosphatase- und Protease-Inhibitor wurden jeweils 1%ig in RIPA-Puffer geldst.
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Ubersicht der fiir die RNA-Isolation und die Proteinextraktion benétigten Materialien.

Material

Hersteller

PBS

Sigma-Aldrich

Phosphatase-Inhibitor

Sigma-Aldrich

Protease-Inhibitor

Sigma-Aldrich

QIAzol® Lysis Reagent

QIAGEN

Rohrchen 15 ml

Greiner Bio-One

Trypsin-EDTA 0,05 % Phenolrot

Gibco, Thermo Fisher Scientific

Zellkultur Schale, PS, 100/20 mm

Greiner Bio-One

Zentrifuge 5810 Eppendorf

Chemikalien fiir RIPA-Puffer

DOC (SodiumDeoxycholat, C24H39Na04) Sigma Aldrich

Natriumchlorid (NaCl) VWR Chemicals

SDS ultra pure (Dodecylsulfat, C12H25Na04S) CARL ROTH GmbH + Co. KG
Tris (Trisaminomethan, NH2C(CH20OH)3) VWR Chemicals

Triton X-100

Sigma-Aldrich

Tabelle 9: RNA-Isolation und Proteinextraktion Materialien.

2.1.11 Materialien fiir Annexin V/PI Apoptose- und Zellzyklus-Analyse
Der Annexin V-Bindepuffer wurde als Mastermix bestehend aus 10 mM HEPES pH 7.4,
150 mM NaCl, 5 mM KCl, 5 mM MgCl, 1,6 mM CaCl: gelost in PBS angesetzt.

Ubersicht der fiir das Annexin V/PI Apoptose-Assay und Zellzyklus-Analyse mittels

Durchflusszytometrie bendtigten Materialien.

Material Firma
6-Well-Platten Sarstedt
MACSQuant® und MACSQuant Analyzer 10,

Version 2.13.0 Durchflusszytometer MiltenyiBiotec
MACSQuantify Software Version 2.11 zur

Datenauswertung MiltenyiBiotec
Rekombinantes Annexin V FITC-Konjugat MiltenyiBiotec
PBS Sigma-Aldrich

PI (2 mg/ml gelost in PBS, gelagert bei 4°C) Sigma-Aldrich
Polystyrol-Réhrchen VWR Chemicals
Trypsin-EDTA 0,05 % Phenolrot Gibco, Thermo Fisher Scientific
Vortex Mixer Scientific Industries

Tabelle 10: Apoptose- und Zellzyklus-Assay Materialien.
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung

Die humanen Keimzelltumor-, Leberkarzinom- und Kontrollzelllinien wurden in
DMEM-, RPMI- oder Fibroblasten-Medium mit den jeweils zelllinienabhingigen
Supplementen in T-75-Flaschen im Inkubator bei 37 °C und einem 7.5 %igem CO:-
Gehalt kultiviert (vgl. Tabellen 1-3).

2.2.2 Passagieren der Zellen

Je nach Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 70 - 90
% passagiert.

Zuerst wurde das Zellmedium der T-75-Flasche abgesaugt und die Zellen mit 4 ml PBS
gewaschen. Um die adhdrenten Zellen danach vom Flaschenboden zu 16sen, wurde das
PBS abgesaugt und 1 ml Trypsin (0,05 %) hinzugegeben. Anschliefend wurde fiir 3 - 5
Minuten bei 37 °C inkubiert. Um den enzymatischen Verdau abzustoppen, wurden 4 ml
FCS-haltiges Medium hinzugefiigt.

15 ml des entsprechenden Zellmediums wurden jeweils in eine neue T-75-Flasche
vorgelegt und in dieses abhéngig von der Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen ein Teil

der Zellsuspension iiberfiihrt (vgl. Tabellen 1-3).

2.2.3 Trypsinieren

Bei der Keimzelltumorzelllinie GCT72 wurde in 2 Schritten trypsiniert, da zuerst die mit
den GCT72-Zellen zusammenlebenden Fibroblasten geldst und entfernt werden mussten.
Daher wurde nach der erstmaligen Zugabe von 1 ml Trypsin (0,05 %) fiir 15 Sekunden
bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 4 ml FCS-haltigem
Medium gestoppt. Die iibrigbleibenden GCT72-Zellen wurden erneut mit 1 ml Trypsin
(0,05 %) behandelt und fiir 3 - 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Darauthin wurde die
Reaktion erneut durch Zugabe von 4 ml FCS-haltigem Medium gestoppt. Die

Zellsuspension kann dann weiterverwendet werden (vgl. Tabellen 1-3).

2.2.4 Automatisierte Zellzdhlung

Die Zellzdhlung wurde mit dem automatisierten Zellzdhler (TC20TM, BioRad)
durchgefiihrt. Es handelt sich dabei um eine kombinierte Zellzdhlung mit Vitaltest durch
Trypanblau.

19



Die Trypanblau-Firbung ist eine klassische Methode fiir die Zellzéhlung. Der Farbstoff
Trypanblau ist sauer und gehort zur Gruppe der Azofarbstoffe. Dessen Anion bindet an
Zellproteine. Dabei ist diese Farbung mit Trypanblau eine Ausschlussfarbung. Dadurch,
dass die Membran der toten Zellen durchlissig wird, dringt der Farbstoff nur in diese ein
und wird von lebenden Zellen nicht aufgenommen. Dies liegt an der molekularen Grof3e
(M =960,8 g/mol) des Farbstoffes, durch die er nur durchldssige Membranen passieren
kann. Zu beachten ist vor allem die Einwirkzeit des Trypanblaus auf die Zellen. Diese
sollte nicht zu lang sein, da sonst der Farbstoff zytotoxisch wirkt und die Zellzahl durch
Toten der gesunden Zellen verfalscht wird. Die Zellen, die nicht gefdarbt wurden,
entsprechen den gesunden Zellen (Vitaltest).

Die Vitalitdt der Zellen wird folgenderweise berechnet:

ungefarbte Zellen

lebende Zellen in % = 100

(ungefarbte + gefarbte Zellen) ’

Mit dem automatisierten Zellzdhler wird die Gesamtzahl der Zellen, die Zahl der
lebenden Zellen und die Vitalitdt in % gemessen. Es werden jeweils 10 pl Trypanblau
(0,4 %) mit 10 pl der jeweiligen Zellsuspension vermengt und anschlieBend auf einen
Einwegzéhlschieber aufgebracht. Der Zellzdhler ermittelte dann sowohl die Zellzahl pro

ml, sowie die Anzahl vitaler Zellen in Prozent.

2.2.5 XTT-Assay

Bei dem XTT-Test, auch Reduktionstest genannt, wird eine Enzymaktivitit gemessen,
durch die die Viabilitit und Toxizitdt der Zellen berechnet werden kann.

Der Farbstoff XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
[(phenylamino)carbonyl]-innersalt-2H-tetrazolium, monosodiumsalt) farbt sich durch die
Reduktion seines Tetrazolringes hell orange. Die Reduktion erfolgt durch
Dehydrogenasen, die sich bei vitalen Zellen im Mitochondrium befinden. Demnach kann
das farbige Reaktionsprodukt Formazan nur in lebenden, metabolisch aktiven Zellen
gebildet werden. N-Methylphenazoniummethylsulfat (PMS) dient dabei als
Elektroneniibertrager. Nachfolgend ist in Abbildung 4 die Reduktionsreaktion
abgebildet.
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Abbildung 4: XTT-Reduktion.

Nach der Reaktion kann das entstandene Formazan durch das ELISA-Platten-Lesegerét
iMark von BioRad 2019 spektrophotometrisch detektiert werden, wobei die Intensitéit der
Farbung proportional zur Anzahl vitaler Zellen ist.

Fiir den XTT-Assay wurden auf einer 96-Well-Platte 3000 Zellen pro Well in jeweils 50
ul Zellmedium ausgesit.

Die Zellen wurden erst 24 Stunden nach der Aussaat mit Inhibitoren behandelt, um eine
Adhérenz der Zellen an die Vertiefung der 96-Well-Platte zu gewihrleisten.

In dem Versuch wurde eine DMSO-Losemittelkontrolle entsprechend der hdchsten
Konzentration des Inhibitors eingesetzt, da alle verwendeten Inhibitoren in DMSO-
Losungsmittel gelost wurden. Dies ermoglicht eine Bewertung der Zellviabilitdt nach der
Behandlung unabhéngig von der Wirkung des Losungsmittels auf die Zellen.

Der erste Messzeitpunkt erfolgte 24 Stunden nach Behandlung, dann nach 48 Stunden,
72 Stunden und 96 Stunden. Dafiir wurde in jedes zu messende Well 50 uL XTT und 0,5
ul PMS (1.25 mM) pipettiert, sodass sich ein Gesamtvolumen von 150 uL pro Well ergab.
Im Anschluss wurden die 96-Well-Platten bei 37°C fiir 4 Stunden inkubiert. Die dann
folgende Absorptionsmessung im ELISA Platten-Lesegerdt erfolgte bei einer
Wellenldange von 450 nm (Wellenbereich des orangefarbenen Formazans) und von 655
nm (Hintergrundabsorption der Proben/Leerwert).

Um die Zellviabilitdt zu ermitteln, wurde von den Messwerten in der Auswertung der 450
nm Wert gegen den 655 nm Wert normalisiert und anschlieBend gegen die jeweiligen
Losungsmittelkontrollen normalisiert. Die daraus hervorgehenden Probenwerte wurden
dann ebenfalls nochmal gemittelt.

Grafisch ldsst sich dann die Viabilitit der Zellen gegen die Konzentration des
Medikaments darstellen. So kann die LD50 ermittelt werden, aus der sich die geeigneten
zelllinienspezifischen Wirkkonzentrationen der Substanzen fiir weitere Versuche ableiten
lassen. Zudem wird der Zeitpunkt ermittelt, an dem das Therapeutikum die grofite

Wirkungssensitivitét erreicht.
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2.2.6 Annexin V / PI Apoptose-Assay

Mittels Annexin V und Propidiumiodid wird untersucht, ob die behandelten Zellen viabel
sind, sich in Apoptose befinden oder nekrotisch sind. Der Annexin V-Assay basiert auf
der Messung eines Verlusts der Membranasymmetrie der Zellen. Unter physiologischen
Bedingungen besteht die Zellmembran aus einer strikten asymmetrischen Verteilung von
Phospholipiden in einer Lipiddoppelschicht. Die amphiphilen Phospholipide besitzen
eine hydrophile Kopfgruppe und eine hydrophobe Schwanzgruppe. Es bildet sich eine
Doppelschicht, bei der die hydrophilen Kopfe nach auflen und die hydrophoben
Schwinze nach innen zeigen. Phosphatidylserin (PS) liegt dabei in gesunden Zellen
immer in der zytosolischen Seite der Lipiddoppelschicht. In frithen Stadien der Apoptose
bleibt die Stabilitdt der Membran erhalten, jedoch ordnen sich die Phospholipide neu an.
Das Phosphatidylserin gelangt dabei in die duBlere Schicht der Membran. Dort kann es
durch Annexin V gebunden und fluoroskopisch detektiert werden.

Durch Zugabe von Propidiumiodid kann dann zwischen einer frithen Apoptose, einer
spaten Apoptose und einer Nekrose unterschieden werden. Propidiumiodid interkaliert in
die DNA der Zellen und kann dann fluoroskopisch detektiert werden. Es gelangt jedoch
nur nach Zerstorung der Membran in die Zellen. Demnach befindet sich die Zelle bei
positiver Propidiumiodid-Detektion in der spiten Apoptose oder Nekrose. Im Vergleich
zur Nekrose sind jedoch in der spidten Apoptose noch Phosphatidylserinmolekiile
vorhanden. Demnach kann hier Annexin V binden.

Der Apoptose-Assay kann daher durch simultane Verwendung von Annexin V und
Propidiumiodid zur Diskriminierung der Zellviabilidt verwendet werden.

Fiir diesen Apoptose-Assay wurden die zu untersuchenden Zellen in eine 6-Well-Platte
ausgesit. Die Zellzahl pro Well betrug 90.000 und es wurden je 2 ml des Zellgemisches
in jedes Well pipettiert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit den jeweiligen
Inhibitoren behandelt. Dafiir wurde die Konzentration des LD50-Werts nach 72 Stunden
verwendet, die zuvor bei XTT-Analysen berechnet werden konnte. Nach 72 Stunden
wurden dann die Zellen fiir die Analyse durch Trypsinieren geerntet. Dabei wurden die
Zellen mit ,,Annexin V-binding buffer gewaschen, zentrifugiert und erneut mit
genanntem Puffer gewaschen. 2,5 pl Annexin V FITC-Konjugat und 7,5 pl
Propidiumiodid (PI) wurden in 70 pl ,,Annexin V- binding buffer” zugesetzt und die
Proben bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt fiir 15 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von
500 pl ,,Annexin V- binding buffer* konnten die Proben im MACSQuant® X gemessen

werden. Dabei wurden 5x10* Zellen in einem Streudiagramm vermessen.
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2.2.7 Zellzyklus-Analysen

Der Zellzyklus besteht aus einer Mitose, in der sich die Zelle teilt, und einer
anschliefenden Interphase. Diese kann in die G1-, S- und G2-Phase unterteilt werden.
Die G1-Phase schlieBt sich direkt an die Zellteilung an und beinhaltet das Zellwachstum
und die Bildung von Organellen mit Protein- und RNA-Synthese. Darauf folgt die S-
Phase, in der die DNA repliziert wird, sodass jedes Chromosom aus zwei Chromatiden
besteht. In der G2-Phase werden die RNA und zellteilungsspezifische Proteine
synthetisiert. Die Zelle wichst weiterhin, bevor sie sich dann abrundet und durch
Fliissigkeitsaufnahme vergroBert. In der darauffolgenden Phase kommt es dann zur
Mitose und Zytokinese.

Fir diesen Zellzyklus-Assay wurden die zu untersuchenden Zellen wie in 2.2.6
beschrieben behandelt.

Nach dem Waschen mit PBS wurden die Zellen in 300 pul PBS aufgenommen und
resuspendiert. Dann wurden langsam 700 pl eiskaltes Ethanol (100 %) unter stindigem
Vortexen hinzugegeben, um die Zellen in insgesamt 70 % Ethanol zu fixieren. Nach
anschlieBendem Zentrifugieren und Waschen mit PBS wurden die Zellen in 500 pl
,»FACS cell cycle puffer resuspendiert. Dieser Puffer besteht aus 2 pg / ml PI und 200
pg / ml RNAseA (Qiagen, 100 mg/ml). Die Proben wurden dann bei Raumtemperatur
lichtgeschiitzt 5-10 Minuten inkubiert und im MACSQuant® X gemessen. Es wurden

5x10* Zellen in einem Streudiagramm vermessen.

2.2.8 cDNA-Synthese

Die cDNA (komplementire DNA) wird mittels des Enzyms Reverse Transkriptase als
Abschrift einer RNA synthetisiert. Diese RNA-abhidngige DNA-Polymerase benotigt ein
Oligonukleotid (Primer) zur Synthese. Ein Primer ist ein kurzer komplementidrer DNA -
Abschnitt, welcher an die RNA bindet. Dafiir wurde ein Oligo-dT-Nukleotid eingesetzt,
welcher komplementéir zum Poly-A-Schwanz der eukaryotischen mRNA ist.

Fiir die cDNA-Synthese wurden 1000 ng RNA zu 12,5 pl mit RNAse freiem Wasser
aufgefiillt. Dazu wurde pro Ansatz ein Mastermix aus 1 pl ANTP-Mix (10 mM), 1 pl
Oligo(dT)-Primer (0,5 pg / pl), 4 ul RT Buffer (5 x), 1 pl Maxima H Minus Reverse
Transkriptase (200 U / pl) und 0,5 pl RiboLock RNAse Inhibitor (40 U / pnl)
hinzugegeben. AnschlieBend wurde die Synthese mit dem S100™ Thermal Cycler nach
dem ,,Quick-Start Protocol March 2016* durchgefiihrt.
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2.2.9 gRT-PCR

Die Real-Time Quantitative PCR ist eine Methode der Genexpressionsanalyse, bei der
gebildete PCR-Produkte (semi-)quantifiziert werden. Diese Quantifizierung wird durch
einen DNA-interkalierenden Farbstoff ermdglicht. Zusétzlich zu den in der qualitativen
PCR verwendeten Komponenten (dNTPs, Puffer, Polymerase) enthdlt der hier
verwendete ,Mastermix‘ daher zusitzlich den Farbstoff SybrGreen. Nach jedem Zyklus
wird die Fluoreszenzemmission der Farbstoff-Molekiile gemessen. So kann dann die
Menge des entstandenen Produkts bestimmt werden. Wir verwenden den ,,Luna®
Universal gPCR Master Mix“, welcher den Farbstoff SYBR® Green I enthiilt.

Eine relative Quantifizierung wird dadurch ermdglicht, dass ein in allen Zellen ubiquitér
exprimiertes Gen als Referenzgen (Haushaltsgen) gemessen wird. Dazu wurden GAPDH
und ACTB verwendet. Der Mittelwert der Expression des Referenzgens wird dann von
den Werten der Genexpression der Proben subtrahiert.

Fiir die qRT-PCR wurden zwei Mastermixe vorbereitet. Der eine (MM 1) besteht aus 0.5
ul cDNA (1000 ng / 20 ul) (Gesamt cDNA 19 pl) und 8 pl H20 (Gesamt H20 304 pl).
Der zweite Mastermix (MM2) besteht aus 7,5 ul Luna qPCR Master Mix, 0,5 pl 3¢-5°¢
Primer und 0,5 pl 5°-3° Primer. Beide Mastermixe wurden zusammen pipettiert und
vermengt. Dann wurden jeweils 5 pl des Gemisches in drei Wells der 384-well Platte
pipettiert. Nachdem alle Proben auf die Platte gebracht wurden, wurde die Platte in den
Light Cycler® 96 befordert und die qRT-PCR nach dem ,,S1000 Thermal Cycler S*-
Protokoll durchgefiihrt.

2.2.10 Human Phospho-Kinase Array

Mit dem ,,Human Phospho-Kinase Array* kann die Phosphorylierung von Kinasen und
deren Substraten analysiert werden, um die Zellantwort auf &ndernde
Umweltbedingungen zu beobachten. Im Vergleich zu mehreren ,,Western Blots*, konnen
hier 43 Kinasen gleichzeitig detektiert werden. Die auf dem Array vorgegebenen
Antikorper wurden aus Zelllinien gewonnen, von denen bekannt ist, dass sie das
Zielprotein exprimieren. Jeder erfasste Antikdrper wird in Duplikaten auf einer
Nitrocellulose-Membran sichtbar. Um die Phosphorylierung bewerten zu konnen, werden
phosphospezifische Antikorper fiir einen Chemilumineszenz-Nachweis benutzt. Es
werden Positivkontrollen und PBS-Negativkontrollen verwendet, um eine Relation zu

den gemessenen Kinase- und Proteinaktivitdten herstellen zu konnen.
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In unserem Fall wurden die 8 Membran-Sets (A und B) mit 8 Proben, bestehend aus
Proteinen 8 verschiedener Zelllinien, behandelt. Fiir jede Probe wurden dabei 400 pg
Protein pro Membran-Set (A und B) eingesetzt. Die Proteinmenge wurde dafiir zuvor mit
einem BCA-Assay gemessen.

Der Human-Phospho-Kinase-Array wurde nach dem Herstellerprotokoll von

RnDSystems durchgefiihrt.

Koordinaten auf der Membran und zugehorige Kinasen und Proteine:

Human Phospho-Kinase Array Koordinaten

- N 0N <t n© l\oocng :gmﬁ aggg
A OO 0000 OO
B 0000 OOOO OOOO
C 0000 0000 0000 OO
D 0000 0000 0000 OO
E 0000 00O 0000 0O
F 0000 OOOO OOOO OO
G OO OO OO0 OO00O 0@
Membran/ Ziel/ Kontrolle Phosphorylierung
Koordinate
A-Al, A2 Referenzwert -
B-All, Al12 Akt 1/2/3 T308
B-A13, Al4 Akt 1/2/3 S473
B-A17, A18 Referenzwert -
A-B3, B4 CREB S133
A-BS5, B6 EGFR Y1086
A-B7, B8 eNOS S1177
A-B9, B10 ERK1/2 T202/Y204, T185/Y187
B-Bl11, B12 Chk-2 T68
B-B13, B14 c-Jun S63
A-C3,C4 Fgr Y412
A-C5,C6 GSK-3u0/B S21/S9
A-C7, C8 GSK-3p S9
A-C9, C10 HSP27 S78/S82
B-Cl11, C12 p53 S15
B-C13, C14 pS3 S46
B-C15, C16 p53 S392
A-D3, D4 INK 1/2/3 T183/Y185, T221/Y223
A-D5, D6 Lck Y394
A-D7, D8 Lyn Y397
A-D9, D10 MSK1/2 S376/S360
B-D11, D12 p70 S6 Kinase T389
B-D13,D14 p70 S6 Kinase T421/S424
B-D15, D16 PRAS40 T246
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A-E3,E4 p38a T180/Y182
A-E5, E6 PDGFRf Y751
A-E7, E8 PLC-y1l Y783
A-E9, E10 Src Y419
B-El11, E12 PYK2 Y402
B-E13,E14 RSK1/2 S221/8227
B-E15,E16 RSK1/2/3 S380/S386/S377
A-F3, F4 STAT2 Y689
A-F5, F6 STATS5a/b Y694/Y699
A-F7, F8 WNK1 T60
A-F9, F10 Yes Y426
B-F11, F12 STATI Y701
B-F13,F14 STAT3 Y705
B-F15, F16 STATS3 S727
A-Gl1, G2 Referenzwert -
A-G3, G4 B-Catenin -
A-G9, G10 PBS -
(Negativkontrolle)
B-Gl11, G12 STAT6 Y641
B-G13, G14 HSP60 -
B-G17, G18 PBS -
(Negativkontrolle)

Tabelle 11: Koordinateniibersicht.
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3 Ergebnisse

3.1 Proteindetektion mittels ,,Human-Phospho-Kinase-Array*

Fiir die Untersuchung der Proteinaktivitit verschiedener Signalwege wurde der ,,Human-
Phospho-Kinase-Array* an 8 verschiedenen Zelllinien durchgefiihrt. Da sich diese Arbeit
mit dem Dottersacktumor beschiftigt, wurden vor allem die Dottersachtumorzelllinie
GCT72, die  Embryonalkarzinomzelllinie 1411H und die  weibliche
Dottersacktumorzelllinien NOY1 und NOY1-R ausgewdhlt. Dazu zogen wir im
Vergleich die Fibroblasten HVHF2 und MPAF hinzu. Da eine molekulare Ahnlichkeit
zwischen dem Dottersacktumor und dem Hepatozelluldren Karzinom (HZK) gesehen
wurde, fithrten wir die Untersuchung ebenfalls an der HZK-Zelllinie HepG2 durch. Die
Pixelintensitét korreliert dabei positiv mit der Proteinmenge. Das Ziel dieses Experiments
war es, Signalwege im Dottersacktumor zu identifizieren, die mogliche Angriffspunkte
molekular zielgerichteter Therapeutika sein konnen.

Abbildung 5 stellt das Ergebnis des ,,Human-Phospho-Kinase-Arrays* dar. Mithilfe
eines Koordinaten-Templates konnten die ,,Spots* identifiziert werden. Die Intensitéten
der Duplikate wurden gemessen und der Mittelwert berechnet. Von jedem Punkt wurde
ein gemitteltes Hintergrundsignal subtrahiert. Die gemessenen Pixelintensititen wurden

in Abbildung 6 grafisch dargestellt.
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Abbildung 5: ,,Human-Phospho-Kinase-Array”.
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Abbildung 6: Proteinmenge anhand der Pixelintensitit. Ubersicht der Menge aller 40 Proteine im
Vergleich zum positiven Referenzwert und der negativen PBS-Kontrolle.

Die Pixelintensitdt der Referenzwerte lag bei allen 8 Zelllinien tiber 27000 und war
dhnlich stark. Die PBS-Negativkontrolle als Schwarzwert, in Abbildung 6 ganz rechts
dargestellt, betrug weniger als 31 Pixel. Es wurde eine densitometrische Auswertung der
Pixelintensitdten durchgefiihrt, um stark exprimierte Proteine herauszufiltern. Als Limit
wurde dabei 10.000 gesetzt. Unter allen getesteten Proteinen konnten 13 identifiziert
werden, die eine Pixelintensitdt von mehr als 10.000 aufwiesen. Diese werden in

Abbildung 7 dargestellt.

Human Phospho-Kinase Array

30000

1

¥ 4
25000
20000 1

|||||.__i.__-;|i._ill il ||.,|hh.|ul|||m||n||I.

Reference AKT1/2/3 AKT1/2/3  CREB ERK1/2  GSK-3a/B  GSK-3B HSP27  pS3(S15) p53(S46) pS3(S392)  WNKL  B-Catenin  HSP6O PBS
Spot (1308) (5473) (Negative
Control)

g

pixel intensity

E
8

g
g

0

WGCT72 ®W1411H NOY1 NOY1-R MHVHF2 ®WMPAF BMHUVEC MHepG2

Abbildung 7: Ubersicht aller Proteine mit einer Pixelintensitit iiber 10000.

In der ménnlichen Dottersacktumorzelllinie GCT72 zeigten vor allem die Proteine
CREB, HSP27, p53, WNKI und HSP60 eine erhohte Aktivitit. HSP27 ist ein
Hitzeschockprotein, welches durch MAPK-Aktivierung phosphoryliert wird. Aber auch
der wnt/pB-Catenin-Signalweg wird davon beeinflusst (19).

In der Dottersacktumorzelllinie 1411H konnte bei den Proteinen WNK 1, B-Catenin und
HSP60 eine hohe Pixelintensitdt gemessen werden. ,,With-no-lysine kinase 1 (WNK1)

28




scheint eine Rolle im Signalweg der Dottersacktumoren zu spielen. Es gehort zu den
Serin/Threonin Protein Kinasen, aktiviert den MAPK-Signalweg und spielt somit eine
Rolle beim Zellwachstum. WNK 1 beeinflusst dadurch die Tumorprogression. Bisher gibt
es aufgrund der hohen Toxizitét keinen zugelassenen WNK 1-Hemmer (20).

In den weiblichen Dottersacktumorzelllinien NOY1 und NOY1-R wurde eine erhohte
Aktivitdit von Akt 1/2/3, GSK-3 o/ B, p53, B-Catenin und HSP60 gemessen. Die
Fibroblasten HVHF2 und MPAF zeigten erhohte Proteinaktivitdten von ERK1/2. In der
endothelialen HUVEC-Zelllinie lag die gemessene Pixelintensitdt bei allen Proteinen
unter 10000. In der HepG2-Zelllinie zeigten die Proteine p53 und HSP60 eine erhohte
Signalaktivitdt. Diese beiden Proteine sind ebenfalls in der Dottersacktumorzelllinie
GCT72 exprimiert, sodass hier eine Gemeinsamkeit vorliegt. WNK1 und HSP60 sind
zudem sowohl in Dottersacktumorzellen als auch in Embryonalkarzinomzellen und
weiblichen Dottersacktumorzellen exprimiert. WNK1 konnte zudem in HZK-Zellen
detektiert werden und ein Verlust unterdriickte in Studien die Zellproliferation von HZK -

Zellen. (21)

3.2 Genexpressionsanalyse mittels RNA-seq- und TCGA-Daten

Eine Genexpressionsanalyse mittels RNA-seq- und TCGA-Daten fiihrten wir zuerst
durch, um die Expressionsstarke der Gene der Zielproteine zu ermitteln. Denn wir wollten
nur Inhibitoren testen, deren Zielproteine in Dottersacktumorzellen vorhanden sind.
Zunichst wurden verschiedene Inhibitoren ausgewihlt, die zum Teil schon beim
Hepatozelluldren Karzinom verwendet werden oder in der neuesten Tumortherapie eine
Rolle spielen. Um die Wirksamkeit auf die hier untersuchten Zelllinien zu vermuten,
wurden die Zielproteine dieser Inhibitoren ermittelt.

Die Zielproteine der eingesetzten Inhibitoren wurden mithilfe von Selleck Chemicals
GmbH identifiziert und sind in Tabelle 12 dargestellt. Selleck Chemicals GmbH ist ein
internationales Unternehmen und fithrender Anbieter fiir biochemische Produkte. Der
Hauptsitz befindet sich in Houston, USA, ein weiterer Unternehmenssitz ist in Miinchen
angesiedelt. Spezialisiert ist Selleck Chemicals auf Inhibitoren und die Untersuchung von
Zellsignalwegen. Bevor wir die Wirkung der Inhibitoren an Zellen in vitro testeten,
fiihrten wir eine genetische Analyse durch. Dafiir identifizierten wir die Zielproteine der

Inhibitoren, welche in Tabelle 12 dargestellt sind. Demnach sind Apatinib, AZD4547,
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Cabozantinib, Ibrutinib, Imatinib, Lenvatinib, Nintedanib, Regorafenib und Sorafenib
Tyrosinkinaseinhibitoren. Dabei sind die Zielproteine BRAF und RAF1 spezifisch fiir
Regorafenib und Sorafenib. FGFR wird vor allem durch AZD4547, Cabozantinib,
Lenvatinib und Nintedanib inhibiert. Ibrutinib inhibiert YES1. PDGFRA wird durch
AZD4547, Imatinib, Lenvatinib und Nintedanib inhibiert. Danusertib und SNS-314 sind
Aurorakinaseinhibitoren, wobei FGFR1 auch von Danusertib inhibiert wird. Olaparib und

Talazoparib inhibieren PARP1 und PARP2.

Inhibitoren | Zielproteine

Apatinib KDR, KIT, RET, SRC

AZD4547 FGFR1/2/3/4, FLT1/4, KDR, KIT, PDGFRA/B, RET

Cabozantinib | FGFR1/2/3/4, KDR

Ibrutinib BTK, CSK, EGFR, LCK, RET, YES1

Tyrosinkinaseinhibitoren | Imatinib ABL1/2, KIT, PDGFRA/B

Lenvatinib FGFR1/2/3/4, FLT1/4, KDR, KIT, PDGFRA/B, RET

Nintedanib |FGFR1/2/3/4, FLT1/4, KDR, LCK, LYN, PDGFRA/B, SRC

Regorafenib | BRAF, FLT1/4, KDR, KIT, PDGFRB, RAF1, RET

Sorafenib BRAF, FGF1/4, KDR, KIT, PDGFRB, RAF1

Danusertib | ABL1/2, AURKA/B, FGFR1, RET

Aurorakinaseinhibitoren
SNS-314 AURKA/B, AXL, FLT4

Olaparib PARP1/2

PARP-Inhibitoren

Talazoparib | PARP1/2

Tabelle 12: Zielproteine der Inhibitoren.

Die Expression der Gene dieser Zielproteine wurde mittels RNA-seq-Daten in den
Zelllinien TCam-2 (Seminome), GCT72 (Dottersacktumor), 2102EP
(Embryonalkarzinom), HUVEC (Endothelzellen) und HVHF2 (Fibroblasten) analysiert.
Diese ist in Abbildung 8 graphisch dargestellt.
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RNA-seq-Daten

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

RPKM

AURKA

FGFR3 =

r

o

ABL1
ABL2
AURKB ™=
AXL
BRAF
BTK
csk
EGFR
FGFR1
FGFR2 =
FGFR4
FLT1
FLT4
KDR
KIT =
LK
LYN E
MET =
PARP1
PARP2 *
PDGFRA
RAF1
RET !
SRC
YES1

PDGFRB

ETCam-2 mGCT72 2102EP HUVEC mHVHF2

Abbildung 8: Expression der Gene anhand von RNA-seq-Daten in den Zelllinien TCam-2, GCT72,
2102EP, HUVEC und HVHF2 (Die Expressionsstarke wird in 'Reads per kilobase of transcript per
Million mapped reads' angegeben.).

Im der folgenden Abbildung 9 sind die Gene nach ihrer Expressionsintensitit in der
Dottersacktumorzelllinie GCT72 geordnet dargestellt, da dies unsere zu untersuchende
Zelllinie ist. Es fallt generell auf, dass diese Reihenfolge &hnlich zu der beim
Embryonalkarzinom (2102EP) ist, wahrend dagegen die Fibroblasten (HUVEC und
HVHEF2) eine andere Reihenfolge aufweist. Am stérksten exprimiert wird FGFRI in den
GCT72-Zellen. Es fillt auf, dass Gene der Zielproteine der oben genannten Inhibitoren,
wie FGFRI, AURKA, PARPI, YESI, AXL, AURKB, RAFI in den Dottersacktumorzellen
besonders stark exprimiert werden. Dies spricht fiir einen moglichen Ansatzpunkt und

Wirksamkeit dieser Inhibitoren.
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2102EP GCT72 HUVEC JAR JURKAT TCam-2 HVHF2

FGFR1 17,91 51,91 12,91 15,70 4,97 4,76 34,90
AURKA 50,39 33,76 1,54 45,36 37,82 47,18 1,98
PARP1 84,77 33,24 13,24 58,27 71,84 108,85 6,99
YES1 11,86 25,99 41,82 30,44 2,91 9,11 22,31
AXL 3,16 24,78 544000000 000042 49,15
AURKB 90,59 18,480,388 20,24 49,19 17,37

RAF1 21,04 17,26 9,98 30,69 14,67 36,57 11,33
SRC 6,51 16,97 6,71 15,96 3,97 6,44 11,19
KIT 2,23 15,70 738 000 020 11,79

csK 16,30 15,63 11,44 7,09 75,83 22,36 8,17
FGFR3 50,61 14,80 671 086 33,22

FGFR4 38,09 13,39 2,36 2,31 31,15

PDGFRA | 0,65 12,83

ABL1 8,38 14,53 4,73 14,21

FGFR2 7,74 [N0,00 2,90 0,03 14,28 [01110,06
PARP2 7,28 4,08 11,01 14,72 8,50 2,62
ABL2 4,79 6,72 1,65 3,70 4,27 4,60
MET 4,32 14,24 5,28 2,02 9,06
LYN 3,94 20,02 36,26 7,73 2,55
BRAF 3,48 3,03

BTK 2,01

EGFR

FLT4

RET

PDGFRB

FLT1

KDR

LCK

Abbildung 9: Zielgenexpression in der Dottersacktumorzelllinie GCT72 (RNA-Seq-Daten).

Um die Expression in den RNA-Seqg-Daten zu validieren, wurde eine weitere Analyse
durchgefiihrt. Dafiir untersuchten wir die gleichen Gene mithilfe des cBio-Portals. Dieses
ist eine Plattform zur Erforschung von Datensidtzen zur Tumorgenomik. Es speichert
Mutationen, DNA-Kopienzahldaten, mRNA-Daten, Expressionsdaten, Daten auf
Proteinebene und Phosphoproteinebene. Fiir unsere Untersuchung verwendeten wir
,,TCGA“-Daten. Dies sind Daten des ,,National Cancer Institutes“. Es wurden tiber
20.000 primére Krebsarten molekular charakterisiert und Proben von 33 Krebsarten
vergleichen.

In unserer Studie verglichen wir Seminome und Nicht-Seminome miteinander.
Spezifiziert wurde diese FEinteilung in  Embryonalkarzinome, gemischte
Keimzelltumoren, Seminome und Teratome, wobei zu den gemischten Keimzelltumoren

auch die Dottersacktumore zdhlen.
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Abbildung 10: Zielgenexpression in Seminome und Nicht-Seminome anhand von TCGA-Daten als
,.heatmap* dargestellt.

Abbildung 10 zeigt, dass im Vergleich zu den Seminomen in den Nicht-Seminomen vor
allem die Gene YESI, KDR, FGFRI, MET, SRC, PDGFRB, PDGFRA, AXL, FLTI,
EGFR, FLT4, LCK, BTK, LYN, FGFR4, AURKB, AURKA, BRAF und PARP]I starker
exprimiert sind. Dies bedeutet fiir unsere Untersuchung, dass vor allem Inhibitoren dieser
Zielproteine auf Dottersacktumorzellen wirksam sein konnten. Laut TCGA-Daten wird
dagegen ABLI, RAFI und FGFR2 sowohl in Seminomen als auch in Nicht-Seminomen
exprimiert. Es konnte also grundsétzlich eine Wirkung auf TKZT haben, ist jedoch
weniger spezifisch fiir Dottersacktumoren. Im Grunde kann man sagen, dass die Gene der
Zielproteine, die in den RNA-seq-Daten in Dottersacktumorzellen stark exprimiert sind,
auch in den TCGA-Daten vor allem in Dottersacktumorzellen exprimiert sind. Demnach
bekriftigt es die Hypothese, dass Gene wie FGFRI, AURKA, PARPI, YESI, AXL,
AURKB und BRAF in den Dottersacktumorzellen stark exprimiert werden und auch fiir
diese Zellen spezifisch sind. Die ,,TCGA*“-Daten zeigen eine Spezifitit des PARPI fiir

Nicht-Seminome, wihrend PARP?2 auch in Seminomen exprimiert wird.
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3.3 Validierung der Genexpression mittels qRT-PCR
Die bisherigen Expressionsdaten wurden mithilfe von bekannten Daten ermittelt. Um
diese zu validieren, wurde die Genexpression der Gene der Zielproteine mittels qRT-PCR

analysiert. Die Ergebnisse der qRT-PCR werden in Abbildung 11 graphisch dargestellt.
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Abbildung 11: Messung der Genexpressionsintensitit der Zielgene mittels gqRT-PCR.

Dargestellt ist die relative Expression gegeniiber dem ,,Housekeeper GAPDH. In den
Dottersacktumorzellen wurden Zielgene exprimiert wie FGFRI, AURKA, PARPI, YESI,
AXL, AURKB, RAF1, SRC, KIT, CSK und weitere.

FGFRI ist ein Zielprotein der Inhibitoren AZD4547, Cabozantinib, Lenvatinib und
Nintedanib. AURKA und AURKB sind Zielproteine der Inhibitoren Danusertib und
SNS-314. PARP1 ist ein Zielprotein der Inhibitoren Olaparib und Talazoparib. YES1 und
CSK sind Zielproteine des Inhibitors Ibrutinib. AXL ist ein Zielprotein des Inhibitors
SNS-314. RAF1 ist ein Zielprotein der Inihibitoren Regorafenib und Sorafenib.
Demnach wurden Inhibitoren ausgewdihlt, deren Gene der Zielproteine laut RNA-seq-
Daten-Analyse in den Dottersacktumorzellen exprimiert sind.

Eine Testung der oben genannten Inhibitoren macht demnach Sinn und wird im folgenden
Experiment untersucht.

Vor allem FGFRI, AURKA, PARPI, YESI, AURKB, RAF1, BRAF, PDGFRA, KIT und
CSK waren sowohl in der qRT-PCR-Analyse als auch in den ,,RNA-Seq“- und ,,TCGA*-

Daten in DST-Zellen stark exprimiert. Zudem wurde deutlich, dass diese Gene ebenfalls
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in HZK-Zellen exprimiert werden. Vor allem AURKA, AURKB, CSK, MET, PARPI,
PARP2, RAFI und YESI erzielten in diesen Zellen eine hohe Expressionsintensitit.
Zuséatzlich wurden Fibroblasten (MPAF und HVHF2) untersucht. In der MPAF-
Kontrollzelllinie wurden fast alle zuvor genannten Gene in geringerer Intensitit
exprimiert, wihrend dagegen in der HVHF2-Kontrollzelllinie vor allem AURKA, BTK,
PDGFRA und FGFR?2 geringer als in den DST- und HKZ-Zellen exprimiert wurden.
Die qRT-PCR-Analyse zeigt eine starke Expression von PARP1 und PARP2 in HZK -
Zellen. In DST-Zellen iiberwiegt die PARP2- Expression und in den Fibroblasten
(HVHF2) sind beide Gene gering exprimiert.

3.4 Zellviabilititsmessung mittels XTT-Reduktionstest

Um neue mogliche Therapieoptionen fiir Dottersacktumoren abzuleiten, haben wir die in
Tabelle 6 genannten Inhibitoren in vitro untersucht. Daflir wurde mittels XTT-
Reduktionstest die Viabilitdt der Zellen 24 h, 48 h, 72 h und 96 h nach Behandlung mit
den Inhibitoren gemessen. Alle 13 Inhibitoren wurden zu Beginn an der
Dottersacktumorzelllinie GCT72 und Fibroblasten HVHF2 getestet. Abbildung 12 zeigt
die Ergebnisse der XTT-Untersuchung an Dottersacktumorzellen.

Die 13 getesteten Inhibitoren wurden in verschiedenen Konzentrationen zwischen 0,01
uM und 30 puM angewendet. Die jeweiligen Konzentrationen erschlossen sich aus der
Anwendung in anderen Studien. AZD4547 wurde zum Beispiel in Studien an Zellen des
HZK (HepG2) getestet und es wurde ein LD50-Wert von 8,73 umol/l ermittelt. Bei einer
Behandlung mit dieser Konzentration reduziert sich die Zellviabilitdt demnach um mehr
als 50 %. Demnach testeten wir an unseren Zelllinien AZD4547 in Konzentrationen von
1,5, 10,15 und 20 umol/1 (22).

Benten et el. untersuchten die Wirkung des Aurorakinaseinhibitors Danusertib (PHA-
739358) auf HZK-Zellen (HepG2) in Konzentrationen von 5 nM bis 5 uM. Die
Ergebnisse zeigten eine LD50 Konzentration von 0,02 umol/l. In unserer Untersuchung

verwendeten wir deshalb Konzentrationen von 0,01 - 5 umol/l (23).
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Abbildung 12: Zellviabilititsmessung nach Behandlung mit Inhibitoren mittels XTT-Untersuchung in den
Dottersacktumorzellen der Zelllinie GCT72.

Unter Behandlung mit allen 13 Inhibitoren konnte eine dosisabhéngige Reduktion der
Zellviabilitdt erreicht werden. Nach 72 Stunden konnte die Viabilitit der

Dottersacktumorzellen (GT72) um mehr als 50% reduziert werden.
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Abbildung 13: Zellviabilitdtsmessung nach Behandlung mit Inhibitoren mittels XTT-Untersuchung in den
Fibroblasten der Zelllinie HVHF2.
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Wie in Abbildung 13 zu sehen, konnte die Viabilitét in den Fibroblasten HVHF2 kaum
bzw. nur gering reduziert werden. Insbesondere die Kurvendiagramme mit Olaparib,
Sorafenib, Talazoparib, Apatinib und Imatinib zeigen einen eher linearen
gleichbleibenden Verlauf.

In der folgenden Abbildung 14 ist eine Ubersicht der LD50-Werte aufgelistet, die
mithilfe der Software ,,GraphPad-Prism V8“ berechnet wurden. Diese geben die
Konzentrationen an, bei der die Viabilitdt nach 72 h noch 50 % betrigt. Die Inhibitoren
sortiert. Am  wirksamsten ist der
Aurorakinaseinhibitor SNS-314. Die LD50-Konzentration betrdgt nach 72 h 0,23 uM in

den GCT72-Zellen. Die Zellviabilitit der Fibroblasten der HVHF2-Zelllinie konnte selbst

sind nach ihrer Wirkung absteigend

mit der hochsten der verwendeten Konzentration von 10 pM nicht unter 50 % gesenkt
werden.

Insgesamt konnte die Viabilitit der Fibroblasten der HVHF2-Zelllinie nur durch
Nintedanib (LD50-Konz. = 1,14 uM) und AZD4547 (LD50-Konz. = 12,95 uM) unter 50

% gesenkt werden.

LD50in uM
GCT72 72h HVHF2 72h Targets:
SNS-314 0,23 >10 SNS-314 AURKA/B
Danusertib 1,69 >5 Danusertib ABL1/2, AURKA/B, FGFR1, RET
Nintedanib 1,72 1,137 Nintedanib FGFR1-4, FLT4, LYN, PDGFRA/B, SRC
Talazoparib 2,14 >10| |[Talazoparib PARP1/2
AZD4547 3,55 12,95 AZD4547 FGFR1-4
Sorafenib 4,76 >15 Sorafenib BRAF, FGFR1, KIT, PDGFRB, RAF1
Regorafenib 7,05 >20 Regorafenib BRAF, FLT4, KIT, PDGFRB, RAF1, RET
Imatinib 7,11 >15 Imatinib ABL1/2, KIT, PDGFRA/B
Cabozantinib 8,58 >30 Cabozantinib AXL, KIT, MET, RET
Apatinib 13,40 >25 Apatinib KIT, RET, SRC
Ibrutinib 15,02 >20 Ibrutinib BTK, CSK, EGFR, ERBB2, RET, YES1
Olaparib 15,48 >20 Olaparib PARP1/2
Lenvatinib 19,45 >30 Lenvatinib FGFR1-4, FLT4, KIT, PDGFRA/B, RET
<5uM
5-10 pM
>10 uM

Abbildung 14: LD50-Werte der XTT-Untersuchung bei GCT72- und HVHF2-Zellen mit dazugehdrenden
Zielproteinen.

Davon ausgehend wurden die 6 wirksamsten Inhibitoren ausgewdéhlt und an weiteren

Zelllinien getestet. Wir wihlten noch 3 weitere Zelllinien des Dottersacktumors aus
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(1411H, NOY1 und NOY 1-R), Fibroblasten (MPAF), eine Endothelzelllinie (HUVEC)
und eine HZK-Zelllinie (HepG2).

Die Untersuchungen an Dottersacktumorzellen (1411H, NOY1, NOY1-R) werden in
Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15: Zellviabilititsmessung nach Behandlung mit Inhibitoren mittels XTT-Untersuchung in der

Dottersacktumor-Zelllinie 1411H, NOY1 und NOY-R.
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In den Dottersacktumorzellen der Zelllinie 1411H zeigten vor allem Nintedanib (LD50-
Konz. = 2,77 uM) und Danusertib (LD50-Konz. = 3,41 uM) eine Wirkung. Auch
AZDA4547 (LD50-Konz. = 6,15 uM), SNS-314 (LD50-Konz. = 7,39 uM) und Sorafenib
(LD50-Konz. = 6,55 uM) konnten die Zellviabilitit deutlich reduzieren. Talazoparib
konnte dagegen die Zellviabilitit der Dottersacktumorzellen der Zelllinie 1411H nicht
um mehr als 50 % senken. Dennoch zeigte sich dort grafisch eine Abnahme der
Zellviabilitét iiber die gemessene Zeit, insbesondere nach 96 h.

Weitere XTT-Untersuchungen wurden an der Zelllinie NOY 1 durchgefiihrt. Diese Zellen
stammen aus dem weiblichen Dottersacktumor. Es resultierte eine verminderte
Zellviabilitdt nach Behandlung mit Danusertib (LD50-Konz. = 4,65 uM), SNS-314
(LD50-Konz. =7,72 uM) und Sorafenib (LD50-Konz. =7,38 uM). Auch AZD4547
(LD50-Konz. = 18,05 uM) und Nintedanib (LD50-Konz. = 11,41 uM) konnten in
hoheren Konzentrationen die Zellviabilitidt reduzieren. Talazoparib zeigte nur eine
geringe Wirkung und die Viabilitit lag 72 h nach Behandlung noch iiber 50 %.
Vergleichsweise wurde die XTT-Untersuchung in der Cisplatin-resistenten Variante der
NOY1-Zelllinie durchgefiihrt. Auf die Zellen dieser NOY1-R-Zelllinie hatten die 6
Inhibitoren eine deutlich geringere Wirkung. Nintedanib (LD50-Konz. = 6,96 uM)
konnte die Zellviabilitdt noch deutlich reduzieren, wahrend dagegen AZD4547 (LD50-
Konz. = 19,51 uM) und Sorafenib (LD50-Konz. = 10,79 puM) erst in hoheren
Konzentrationen eine Wirkung erzielten. Danusertib, SNS-314 und Talazoparib konnten
in den angewendeten Konzentrationen die Zellviabilitit nach 72 h nicht um mehr als 50
% reduzieren. Dennoch zeigte sich dort grafisch eine Abnahme der Zellviabilitit iiber die

gemessene Zeit.
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Abbildung 16: Zellviabilititsmessung nach Behandlung mit Inhibitoren mittels XTT-Untersuchung in den

Zelllinien MPAF, HUVEC und HepG2.

Um die Wirkung der Inhibitoren auf Kontrollzellen genauer beurteilen zu konnen, wurde

eine weitere Fibroblasten-Zelllinie (MPAF) fiir die XTT-Untersuchung hinzugezogen,
welche in Abbildung 16 zu sehen ist.
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Sorafenib und Talazoparib zu beobachten. Nintedanib (LD50-Konz. = 2,19 uM) konnte
dagegen die Viabilitit deutlich reduzieren und zeigte eine starke Wirkung schon nach 48
h.

Weiterhin wurden die Endothelzelllinie HUVEC und die HZK-Zelllinie HepG2
untersucht. Die Ergebnisse sind ebenfalls in Abbildung 16 zu sehen.

Die Zelllinie HUVEC stammt aus Endothelzellen und ist demnach, wie Zellen des
Hepatozelluldren Karzinoms, endodermalen Ursprungs. 5 Inhibitoren zeigten hier eine
sehr starke Wirkung. AZD4547 und Nintedanib reduzierten die Zellviabilitit nach 72 h
mit der kleinsten angewendeten Konzentration um mehr als 50 %, sodass der LD50-Wert
unter 1 pM lag. Gleiches gilt fiir den Inhibitor Sorafenib, bei dem der LD50-Wert nach
72 h unter 5 uM lag. Da bei Danusertib (LD50-Konz. = 0,78 uM) und SNS-314 (LD50-
Konz. = 0,49 uM) kleinere Konzentrationen benutzt wurden, konnten hier die LD50-
Werte berechnet werden. Unter Anwendung von Talazoparib konnte die Zellviabilitidt im
zeitlichen Verlauf gesenkt werden, jedoch lag sie nach 72 h iiber 50 %.

Da die Inhibitoren zum Teil in der Leitlinientherapie des Hepatozelluldren Karzinoms
verwendet werden oder in ersten Studien gute Ergebnisse erzielten, wurde fiir die
Beurteilung eine Zelllinie dieses Karzinoms herangezogen. Die XTT-Untersuchung
zeigte hier eine Abnahme der Zellviabilitit bei allen 6 Inhibitoren im zeitlichen Verlauf.
Mit Ausnahme von Nintedanib (LD50-Konz. = 1,13 uM) betrug die Zellviabilitdt nach
72 h jedoch mehr als 50 %.

Insgesamt zeigte sich eine Varianz der Wirkung und damit der LD50-Konzentrationen.
Wihrend zum Beispiel SNS-314 auf GCT72-Zellen sehr gut wirkt, zeigen die
Fibroblasten und HZK-Zellen hier nur eine geringe Sensibilitit. Die LD50-Konzentration
des Inhibitors SNS-314 ist demnach in den GCT72-Zellen viel geringer. Der PARP-
Inhibitor Talazoparib wirkt dagegen in der angewendeten Konzentration nur auf GCT72-
Zellen. Nintedanib wirkt auf alle Zelllinien mit einer Viabilitdtsreduktion.

Im Folgenden werden alle LD50-Werte der Inihibitoren auf die untersuchten Zelllinien

in Abbildung 17 dargestellt.
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LD50 (72h)in uM GCT72 HVHF2 1411H NOY1 NOY1-R MPAF HUVEC HepG2
SNS-314 0,23 >10 7,40 7,72 >10 >10 0,50 >10
Danusertib 1,69 >5 3,41 4,66 >5 >5 0,78 >5
Nintedanib 1,72 1,14 2,78 11,41 6,97 2,19 <1 1,14
Talazoparib 2,14 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
AZD4547 3,55 12,95 6,16 18,05 19,51 >20 <1 >20
Sorafenib 4,76 >15 6,56 7,39 10,79 >15 <5 >15
Regorafenib 7,05 >20
Imatinib 7,11 >15
Cabozantinib 8,58 >30
Apatinib 13,40 >25
Ibrutinib 15,02 >20
Olaparib 15,48 >20
Lenvatinib 19,45 >30
<5uM
5-10 M
>10 uM

Abbildung 17: LD50-Konzentrationen aller XTT-Versuche.

3.5 Untersuchung der Apoptoseinduktion

Um die Wirkung der Inhibitoren zu spezialisieren, wurde der Einfluss auf die

Apoptoseinduktion untersucht. Die Wirkung der Inhibitoren auf die Apoptose wurde

durchflusszytometrisch mittels Annexin V/PI-Apoptose-Assay untersucht. Hierbei wurde

die Analyse 48 h nach Behandlung der Zellen durchgefiihrt. Die Apoptoserate wurde im

Vergleich zur DMSO-Kontrolle gemessen. Fiir diese Untersuchung wurden eine

Dottersacktumorzelllinie (GCT72,) Fibroblasten (HVHF2 und MPAF) und eine HZK-

Zelllinie (HepG2) herangezogen. Abbildung 18 zeigt die Annexin V/PI-Apoptose-
Assays unter Behandlung mit AZD4547 (3.55 uM), Danusertib (1.687 uM), Nintedanib
(1.722 uM), SNS-314 (0.2255 uM), Sorafenib (4.764 uM), Talazoparib (2.141 uM).
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Abbildung 18: Messung der Apoptoseinduktion unter Behandlung mit Inhibitoren bei DST-, HZK-Zellen
und Fibroblasten.
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Abbildung 19: Anteil der apoptotischen Zellen nach Inhibitorbehandlung in DST-Zellen, HZK-Zellen und
Fibroblasten.

Abbildung 19 zeigt den Anteil der apoptotischen Zellen unter Inhibitorbehandlung im
Vergleich zur Losemittelkontrolle. Bei den Dottersacktumorzellen ist die Apoptoserate
im Vergleich zur DMSO-Kontrolle unter Behandlung mit Nintedanib, Sorafenib und
Talazoparib deutlich erhdht. AZD4547, Danusertib und SNS-314 haben im Vergleich zur
Losemittelkontrolle jedoch kaum einen Einfluss auf die Apoptoseinduktion.

Der Anteil der apoptotischen Zellen der Fibroblasten (HVHF2) lag nach Behandlung mit
AZDA4547, SNS-314, Sorafenib und Talazoparib unter 5 %. Nach Behandlung mit
Danusertib war die Apoptoserate iiber 20 % und nach Behandlung mit Nintedanib iiber
60 %.

Die weitere Untersuchung in Fibroblasten (MPAF) wies andere Ergebnisse auf. Hier lag
der Anteil der apoptotischen Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle 48 h nach
Behandlung mit allen 6 Inhibitoren unter 5 %.

Da die Inhibitoren zum einen in der Leitlinientherapie des Hepatozelluldren Karzinoms
verwendet werden und zum anderen in ersten Studien gute Ergebnisse erzielten, wurde
eine HZK-Zelllinie (HepG2) fiir die Untersuchung der Apoptose hinzugezogen. Hierbei
zeigte sich eine niedrige Apoptoserate unter 5 % bei Behandlung mit AZD4547, SNS-
314 und Talazoparib. Danusertib bewirkte eine Apoptoserate liber 5 %. Eine hohe

Apoptoserate iiber 15 % wurde nach Behandlung mit Nintedanib und Sorafenib sichtbar.

44



3.6 Zellzyklusanalyse

Um die Wirkung der Inhibitoren auf den Zellzyklus zu untersuchen, wurde eine
Zellzyklusanalyse mit Propidiumiodid durchflusszytometrisch durchgefiihrt. Dabei
wurde der DNA-Gehalt in Dottersacktumorzellen (GCT72), Fibroblasten (HVHF2 und
MPAF) und HZK-Zellen (HepG2) untersucht. Die Zellen wurden 24 h nach Behandlung
mit AZD4547 (3.552 uM), Danusertib (1.687 uM), Nintedanib (1.722 uM), SNS-314
(0.2255 uM), Sorafenib (4.764 uM) und Talazoparib (2.141 uM) vermessen.
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Abbildung 20: Zellzyklusanalyse.
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Abbildung 20 zeigt die Zellzyklusverdnderungen in Dottersacktumorzellen (GCT72).
Die DMSO Kontrollen zeigen eine regelrechte Verteilung der Zellen in den 4
Zellzyklusphasen. Auch die GCT72-Zellen unter Behandlung mit AZD4547, Nintedanib
und Sorafenib lassen einen physiologischen Zellzyklus erkennen. In den Versuchen mit
Danusertib, SNS-314 und Talazoparib kdnnen die einzelnen Zellzyklusphasen jedoch
nicht mehr voneinander abgegrenzt werden.

Bei den Fibroblasten (HVHF2) sind sowohl in den DMSO-Kontrollen als auch in den
behandelten Zellen klar abgrenzbare Zellzyklusphasen sichtbar. Nur unter Behandlung
mit Danusertib, SNS-314 und Talazoparib zeigte sich eine erhdhte Zellanzahl in der
G2/M-Phase.

In der Zellzyklus-Analyse der Fibroblasten (MPAF) zeigen sich in der DMSO-Kontrolle
und unter Behandlung mit Inhibitoren abgrenzbare Zellzyklusphasen. Unter Behandlung
mit AZD4547, Danusertib und Nintedanib zeigen sich anteilig weniger Zellen in der S-
Phase.

In der Zellzyklusanalyse der HZK-Zellen (HepG2) zeigte vor allem die Behandlung mit
Danusertib, SNS-314, Sorafenib und Talazoparib einen Einfluss auf die Verteilung der
Zellen in den Zellzyklusphasen. Es wurden deutlich weniger Zellen in der G1-Phase und

S-Phase gemessen, wihrend dagegen der Anteil der Zellen in der G2-Phase erhoht war.
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4 Diskussion

Der Dottersacktumor gehort zu den aggressiven Tumorentitdten und es entstehen immer
mehr Resistenzen gegen die Cisplatin-basierte Chemotherapie. Daher war es das Ziel
dieser Arbeit, neue Therapieoptionen fiir refraktire Dottersacktumoren in vitro
abzuleiten. Daflir wurde die Wirkung molekular zielgerichteter Inhibitoren an
Dottersacktumorzellen sowie Fibroblasten und HZK-Zellen untersucht und mdogliche
Angriffspunkte identifiziert.

Wir haben zunéchst eine Auswahl an Inhibitoren getroffen. Dafiir wéihlten wir Substanzen
aus, die am molekular dhnlichen Hepatozelluldren Karzinom angewendet werden oder in
ersten Studien gute Ergebnisse erzielten. Wie bereits in Studien gezeigt wurde, haben
Dottersacktumoren Ahnlichkeiten zum Hepatozelluliren Karzinom. Bei letzterer
Karzinomart werden in Leitlinientherapien sowie in Studien Tyrosinkinase-,
Aurorakinase- und PARP-Inhibitoren verwendet. Wir wihlten die Tyrosinkinase-
Inhibitoren Apatinib, AZD4547, Cabozantinib, Ibrutinib, Imatinib, Lenvatinib,
Nintedanib, Regorafenib und Sorafenib, die Aurorakinase-Inhibitoren Danusertib und
SNS-314 und die PARP-Inhibitoren Olaparib und Talazoparib aus.

Mittels Datenanalyse aus ,,RNA-seq“ und ,,TCGA*“-Daten und einer qRT-PCR-
Untersuchung konnten wir zeigen, dass die Gene der Zielproteine der Inhibitoren vor
allem in den DST- und HKZ-Zellen zu finden sind, wenig jedoch in Fibroblasten. Eine
Anwendung der Inhibitoren hitte demnach wenig Nebenwirkungen auf gesunde
Fibroblasten in der Tumorumgebung.

AURKA und AURKB sind Gene der Zielproteine der Inhibitoren Danusertib und SNS-
314. Diese Gene sind in DST-Zellen in den ,,RNA-Seq‘“-Daten stark exprimiert, fiir
Nicht-Seminome in den ,,TCGA*“-Daten spezifisch und auch in der qRT-PCR-Analyse
stark exprimiert. Im Vergleich dazu weisen diese Gene in den Fibroblasten eine viel
geringere Expressionsintensitit auf. Aurorakinaseinhibitoren konnten gute Inhibitoren
sein, die DST hemmen und Fibroblasten nicht beeinflussen. Denn wenn AURKA und
AURKB im DST exprimiert sind, werden vermehrt diese Aurorakinasen transkribiert. An
diesen Zielproteinen kdnnen dann Danusertib und SNS-314 binden und diese hemmen.
Da Aurorakinasen Serin/Threonin-Kinasen sind, die eine wichtige Rolle beim
Zellwachstum spielen, kann somit die Viabilitit der Zellen reduziert werden. In unserer

Studie sind Inhibitoren effektiv, wenn sie das Wachstum der DST-Zellen hemmen und
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die Viabilitit der Fibroblasten nicht reduzieren. Denn dann konnte es auch in vivo eine
Therapiemoglichkeit beim DST sein ohne starke Nebenwirkungen auszuldsen.

Die Gene der Zielproteine der PARP-Inhibitoren Olaparib und Talazoparib sind in DST-
Zellen im Vergleich zu Fibroblasten stark exprimiert. Demnach scheinen beide
Inhibitoren einen Einfluss auf DST-Zellen zu haben und sind fiir weitere Untersuchungen
ebenfalls vielversprechend.

Zusitzlich flihrten wir eine Analyse mittels ,,Human-Phospho-Kinase-Array* durch, um
noch weitere mogliche Therapieansitze zu identifizieren. Es wurde ersichtlich, dass in
Dottersacktumorzellen vor allem Proteine detektiert wurden, die mit dem MAPK-
Signalweg assoziiert sind. Da dieser zudem eine Rolle bei der Tumorzellprogression des
Hepatozelluliren Karzinoms spielt, wird die molekulare Ahnlichkeit zwischen dem DST
und dem HZK deutlich. Die Fibroblasten dagegen wiesen eine geringe Menge der
MAPK-assoziierten Proteine auf. Dies konnte bei der Behandlung mit Inhibitoren eine
geringere Toxizitdt auf umliegendes gesundes Gewebe bedeuten. Denn dadurch wiirden
Fibroblasten durch Inhibitoren dieses Signalwegs nicht beeinflusst werden.

In der XTT-Untersuchung wurde die Viabilitit der DST-, HZK- Zellen und Fibroblasten
unter Inhibitorbehandlung untersucht. Alle 13 getesteten Inhibitoren Apatinib, AZD4547,
Cabozantinib, Ibrutinib, Imatinib, Lenvatinib, Nintedanib, Regorafenib, Sorafenib,
Danusertib, SNS-314, Olaparib und Talazoparib reduzierten die Zellviabilitit im Test der
DST-Zellen und wiren ein moglicher Therapieansatz fiir die Behandlung refraktérer DST
in vitro. Um ebenfalls eine nebenwirkungsarme Therapie abzuleiten, wurde die Toxizitét
auf Fibroblasten (HVHF2) untersucht. Hier reduzierten die Inhibitoren Olaparib,
Sorafenib, Talazoparib, Apatinib und Imatinib die Zellviabilitdit der Fibroblasten
(HVHF2) kaum. Dies konnte fiir einen nebenwirkungsarmen Therapieansatz zur
Behandlung refraktérer DST in vitro sprechen. Bei Nintedanib und AZD4547 ist jedoch
mit einer erhohten Toxizitdt auf Fibroblasten zu rechnen, da diese ebenfalls die Viabilitét
der Fibroblasten reduzierten.

Um die Effektivitit der Inhibitoren vergleichen zu kdnnen, wurde jeweils der LD50 Wert
berechnet. Am effektivsten waren die Aurorakinaseinhibitoren SNS-314 und Danusertib,
gefolgt von dem Tyrosinkinaseinhibitor Nintedanib und dem PARP-Inhibitor
Talazoparib. Unter den sechs effektivsten Inhibitoren waren zudem AZD4547 sowie
Sorafenib. Diese sechs Inhibitoren zeigten bei der Behandlung der Dottersacktumorzellen
1411H ebenfalls eine Wirkung, da die Viabilitdt der Zellen gesenkt werden konnte. Der

PARP-Inhibitor Talazoparib scheint hier schlechter zu wirken, da er die Viabilitit nur
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gering reduziert. Bei der weiblichen Dottersacktumorzelllinie NOY1 zeigte sich vor
allem bei Danusertib, SNS-314 und Sorafenib eine Wirkung. Insgesamt lagen die LD50-
Werte hoher, sodass hier die Inhibitoren zwar angewendet werden kdnnten, jedoch mit
einer hoheren Konzentration. Zudem testeten wir die sechs effektivsten Inhibitoren an der
Cisplatin-resistenten NOY 1-R-Zelllinie. Hier konnte vor allem Nintedanib eine gute
Wirkung erzielen, da dieser die Zellviabilitét deutlich reduzieren konnte. Auch bei den
anderen fiinf Inhibitoren ist eine Abnahme der Zellviabilitit zu beobachten. Jedoch
konnte diese erst spdter beziehungsweise unter hoheren Konzentrationen reduziert
werden. Demnach sind die Inhibitoren wirksam gegen die Cisplatinresistenz der NOY'1-
Zellen, es wird jedoch eine hohere Konzentration oder eine ldngere
Therapieanwendungszeit benotigt.

In den Viabilititsuntersuchungen verwendeten wir eine weitere Fibroblasten-
Kontrollzelllinie (MPAF). Nur Nintedanib konnte deren Viabilitdt senken. Folglich ladsst
sich sagen, dass fiinf der sechs Inhibitoren eine geringe Toxizitdt auf Fibroblasten
aufweisen und demnach eine gute Therapieoption wéren. Nintedanib dagegen ist zwar
sehr effektiv, jedoch hat dieser Inhibitor auch eine toxische Wirkung auf gesunde Zellen.
Wir weiteten die Untersuchung auf eine Endothelzelllinie (HUVEC) aus, die dhnlich wie
HZK-Zellen endodermalen Ursprungs ist. Talazoparib konnte hier die Zellviabilitit zwar
reduzieren, jedoch nicht nur gering. Die iibrigen fiinf Inhibitoren erzielten diese Wirkung
jedoch schon in geringen Konzentrationen. Daher reduzieren alle sechs Inhibitoren die
Viabilitdt. Fiir Talazoparib wird jedoch eine hdohere Dosis oder lidngere
Therapieanwendung benétigt.

Auch eine HZK-Zelllinie (HepG2) wurde miteinbezogen. Hier zeigte sich eine Abnahme
der Zellviabilitdt unter den sechs Inhibitoren. Um die Viabilitdt deutlich zu senken,
miisste jedoch eine hohere Konzentration eingesetzt werden oder eine ldngere
Therapieanwendung erfolgen. Die Viabilitit der HZK-Zellen konnte demnach durch alle
sechs Inhibitoren reduziert werden. Die Toxizitdt der Nintedanib-Behandlung auf
Fibroblasten darf jedoch nicht auBBer Acht gelassen werden und spricht eher gegen die
Anwendung dieses Tyrosinkinaseinhibitors.

Die XTT-Messungen zeigten eine Viabilitdtsreduktion unter Inhibitorbehandlung.
AnschlieBend untersuchten wir den Anteil der apoptotischen Zellen nach dieser
Behandlung, um eine spezifische Wirkung zu identifizieren. Dabei stellten wir eine
Apoptoseinduktion in der Durchflusszytometrie bei den Dottersacktumorzellen vor allem

unter  Behandlung mit dem = PARP-Inhibitor = Talazoparib und  den
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Tyrosinkinaseinhibitoren Sorafenib und Nintedanib fest. Die Aurorakinaseinhibitoren
SNS-314 und Danusertib bewirkten ebenfalls eine Apoptoseinduktion, jedoch war der
Anteil der apoptotischen Zellen geringer. AZD4547 wies dagegen nur einen sehr geringen
Anteil apoptotischer Zellen auf. Eventuell kommt es also bei AZD4547, Danusertib und
SNS-314 nicht nur durch eine Apoptoseinduktion zu einer Zellviabilitdtsreduktion,
sondern durch eine Stérung des Zellzyklus. Weitere Untersuchungen, wie eine
Zellzyklusanalyse, wiren dafiir n6tig, um eine genauere Vermutung zu stellen.
Weiterhin sieht man bei Behandlung der Fibroblasten (HVHF2) eine Apoptoseinduktion
unter Behandlung mit Nintedanib und Danusertib. Bereits in XTT-Messungen konnte
eine starke Wirkung von Nintedanib auf Fibroblasten gezeigt werden. Diese ldsst sich
demnach durch eine Apoptoseinduktion erkldren. Auch unter AZD4547 Behandlung
konnte in den XTT-Messungen eine Wirkung auf Fibroblasten (HVHF2) erzielt werden.
Im Apoptose-Assay zeigt sich jedoch nur eine geringe Apoptoseinduktion. Dies kdnnte
erneut daflirsprechen, dass es sich bei der Wirkung von AZD4547 um eine andere Art des
Zelltods oder-arrests handelt als eine Apoptose, wie zum Beispiel Zellzyklusstérungen
oder Nekrose. Der PARP-Inhibitor Talazoparib, der Tyrosinkinaseinhibitor Sorafenib
und der Aurorakinaseinhibitor SNS-314 fiihrten bei Behandlung der Fibroblasten
(HVHF2) zu keiner Apoptoseinduktion. Da diese Inhibitoren ebenfalls kaum einen
Einfluss in den XTT-Untersuchungen auf HVHF2-Zellen hatten, ist von einer generell
geringen toxischen Wirkung auf Fibroblasten auszugehen. Auch bei den Fibroblasten
MPAF zeigte sich bis auf Nintedanib kaum eine Apoptoseinduktion unter
Inhibitorbehandlung.

In der Behandlung der HZK-Zellen (HepG2) konnten wir unter Sorafenib und Nintedanib
einen hohen Anteil apoptotischer Zellen messen. Sorafenib ist als Tyrosinkinaseinhibitor
bereits in der Systemtherapie des Hepatozelluldren Karzinoms in der Leitlinie verankert.
Um eine weitere mogliche Wirkweise der Inhibitoren zu untersuchen, fithrten wir eine
Zellzyklusanalyse durch. Die Zellzyklusanalyse, lasst die Vermutung zu, dass
Danusertib, SNS-314 und Talazoparib bestimmte Zielproteine inhibieren, die fiir den
Zellzyklus der Dottersacktumorzellen relevant sind. Zielproteine dieser Inhibitoren sind
AURKA/B, ABL1/2, FGFR1, RET und PARP1/2. AURKA/B spielen bei der Zellteilung
eine Rolle. Die Inhibition dieser Proteine fiihrte bereits in Studien zum Hepatozelluldren
Karzinom zu einem Zellzyklus-Arrest und scheint eine effektive molekular zielgerichtete
Therapiemoglichkeit in der Krebstherapie zu sein (24). AURKA/B, ABL1/2, FGFRI und
PARP1/2 sind in Dottersacktumorzellen stark exprimiert. Die Inhibitorwirkung auf den

51



Zellzyklus hat demnach einen Zusammenhang mit der Expressionsstirke der Gene der
Zielproteine.

Eine geringe Wirkung der drei zuvor genannten Inhibitoren besteht auch bei den
Fibroblasten (HVHF2). Im Vergleich zu den Dottersacktumorzellen lassen sich hier
jedoch immer noch verschiedene Zellzyklusphasen abgrenzen.

Der Zellzyklus der Fibroblasten (MPAF) lésst sich in geringem Malle durch AZD4547,
Danusertib und Nintedanib beeinflussen. AZD4547 und Nintedanib inhibieren vor allem
FGFRI-4. Diese ,Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptoren® befinden sich nicht nur in
Tumorzellen, sondern auch in gesundem Gewebe, was die Wirkung der Inhibitoren
erklért.

Auch auf den Zellzyklus der HZK-Zellen (HepG2) haben Danusertib, SNS-314 und
Talazoparib eine Wirkung. Zudem zeigt sich hier auch eine Wirkung des Inhibitors
Sorafenib. Dieser inhibiert vor allem Tyrosinkinasen wie BRAF, FGFR1, KIT, PDGFRB
und RAF1, neben den zuvor genannten Zielproteinen also auch Proteine des RAS-RAF-
MAPK-Signalwegs. Dieser Signalweg spielt sowohl beim Hepatozelluldren Karzinom als
auch beim Dottersacktumor eine Rolle.

Insgesamt zeigen vor allem SNS-314, Danusertib und Talazoparib eine starke Wirkung
auf den Zellzyklus der Dottersacktumorzellen und eine leichte auf Fibroblasten, wéhrend
zusdtzlich Sorafenib auch eine starke Wirkung auf Zellen des Hepatozelluldren
Karzinoms hat.

Abbildung 21 zeigt eine Ubersicht der Ergebnisse der XTT-, Apoptose- und
Zellzyklusuntersuchungen. Die Abbildung zeigt die sechs wirksamsten Inhibitoren SNS-
314, Danusertib, Nintedanib, Talazoparib, AZD4547 und Sorafenib nach ihrer

Wirksamkeit von oben nach unten angeordnet.

LD50 (72 h)in uM Apoptoseinduktion Zellzyklusveranderung
GCT72| HVHF2 | 1411H| NOY1| NOY1-R| MPAF| HUVEC| HepG2 | GCT72| HVHF2 | MPAF| HepG2 GCT72| HVHF2 | MPAF| HepG2

SNS-314 0,23 >10( 7,40 7,72 >10( »>10( 0,50 >10 ja ja ja
Danusertib 1,69 >5| 3,41| 4,66 >5 >5 0,78 >5 ja ja ja ja ja ja
Nintedanib | 1,72| 1,14| 2,78|11,41| 6,97| 2,19 <1| 1,14|ja ja ja ja
Talazoparib | 2,14 >10 >10( >10 >10| >10 >10 >10]ja ja ja ja
AZD4547 3,55 12,95| 6,16(18,05( 19,51 >20 <1 >20 ja
Sorafenib 4,76 >15 6,56 7,39 10,79 >15 <5 >15|ja ja ja

<5uM

5-10 uM

>10 pM
ja
lnein

Abb. 21: Ubersicht der LD50-Werte, Apoptoseinduktion und Zellzyklusverinderung unter Behandlung

mit den sechs wirksamsten Inhibitoren.

52



5 Schlussfolgerung

Insgesamt konnen alle 13 getesteten Inhibitoren eine mdgliche Therapieoption fiir den
Dottersacktumor sein. Nintedanib reduziert auch die Viabilitit der Fibroblasten stark,
sodass dieser Inhibitor moglicherweise mehr Nebenwirkungen aufweisen wiirde und
daher fiir eine Therapieoption beim DST eher nicht in Frage kommt. Die {ibrigen fiinf
Inhibitoren kdnnten jedoch vielversprechende Therapieempfehlungen sein.

Die Aurorakinaseinhibitoren SNS-314 und Danusertib scheinen die effektivste
Therapieoption zu sein, da sie die Viabilitit der DST-Zellen am wirksamsten reduzieren.
Sie bewirken beide kaum Apoptose, aber storen den Zellzyklus. Vor allem SNS-314
scheint dabei eine nebenwirkungsarme Therapieoption zu sein, da er wenig Einfluss auf
Fibroblasten hat.

Der PARP-Inhibitor Talazoparib und der Tyrosinkinaseinhibitor Sorafenib stellen eine
vielversprechende Therapieoptionen fiir den DST dar, da sie die Viabilitit der DST-
Zellen reduzieren und eine Apoptose induzieren. Sie kdnnten eine nebenwirkungsarme
Therapieoption sein, da sie die Viabilitdt der Fibroblasten kaum reduzieren. Talazoparib
verandert zusidtzlich den Zellzyklus. Daher scheint dieser eine sehr gute Therapieoption
zu sein, die auf verschiedene Weise die Viabilitdt des DSTs reduziert.

Basierend auf einer molekularen Ahnlichkeit zu HZK, konnten in dieser Studie
Tyrosinkinase-, Aurorakinase- und PARP-Inhibitoren (TAPi) als mogliche

Therapieoption fiir Patienten mit DST identifiziert werden.
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