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[. Zusammenfassung

Keimzelltumoren (KZT) stellen die hédufigste Tumorerkrankung des jungen Mannes dar. Sie
entwickeln sich aus entarteten primordialen Keimzellen durch (epi)genetische Aberrationen. Nach
erfolgter Tumorexzision stehen Platin-basierte Chemotherapien sowie eine lokale Strahlentherapie,
je nach Histologie und Tumorstadium, als Optionen zu Verfiigung. Dabei ldsst sich eine hohe
Nebenwirkungsrate sowie ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung von Zweitmalignomen
beobachten. Zudem erleiden ca. 30 % der Patienten ein Rezidiv oder einen Tumorprogress. Bei ca.
10 % der Patienten lésst sich nach Erstlinientherapie eine Resistenz gegen Platin-haltige Chemo-
therapeutika nachweisen, sodass die Erforschung neuer Therapieoptionen erforderlich ist. Vorstudien
zur KZT-Entstehung zeigen, dass insbesondere epigenctische Verdnderungen, wie
Desoxyribonukleinsduren (DNA)-Methylierung und Histonmodifikation, zur Tumorentwicklung
beitragen. Inhibitoren der Histondeacetylasen (HDAC-Inhibitoren), wie Romidepsin, zeigten in
Vorstudien zytotoxische Effekte auf KZT in vitro und in vivo und kdnnten somit eine therapeutische
Option darstellen. Weitere Vorarbeiten konnten hierbei ARID1A als Schliisselfaktor der Romidepsin-
Wirkkaskade identifizieren. Dieser gehort zum Chromatin-remodellierenden, ATP-abhingigen
SWI/SNF-Komplex und ist insbesondere an der DNA-Reparatur, Genexpression und der
Zelldifferenzierung beteiligt. Zudem zeigt sich in Vorstudien, dass eine alleinige siRNA-vermittelte
Herunterregulierung von ARIDIA zum Zellzyklusarrest und Apoptose in KZT-Zellen fiihrt. Ziel
dieser Promotionsarbeit ist die weitere molekularbiologische Aufschliisselung der ARID1A4-Funktion
sowie die Priifung des therapeutischen Potenzials einer pharmakologischen 4ARID1A-Inhibierung in
KZT. Hierfiir erfolgte zunédchst die Herstellung ARID 1 A-defizienter KZT-Zelllinien mittels CRISPR/
Cas9-Geneditierung. Im Vergleich der ARIDI1A4-defizienten KZT mit ihrer parentalen Zelllinie
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Morphologie und des Zellzyklus.
Lediglich die Proliferationsrate war bei ARID1A4-Verlust verlangsamt. Auf Gen-Ebene zeigte sich bei
ARIDI1A4-Defizienz eine Herunterregulierung der am SWI/SNF-Komplex beteiligten Gene. In der
Massenspektrometrie-Analyse konnte bei ARIDIA-Defizienz eine verminderte Proteinproduktion
der DNA-Polymerase Epsilon (POLE) und des DNA-Methyltransferase-1-assozierten-Proteins 1
(DMAP1) nachgewiesen werden. Diese sind wiederum an der Transkriptionsregulation, der DNA -
Reparatur / -Methylierung, der Histon-Modifikation und Aufrechterhaltung der Pluripotenz beteiligt.
Im ndchsten Schritt wurde das therapeutische Potenzial einer ARIDIA-Defizienz gepriift. Bei der
Behandlung ARID1A-defizienter KZT mit Romidepsin kam es zu einem signifikant stirkeren Abfall
der Zellviabilitdt im Vergleich zu der parentalen Zelllinie. Zudem fiihrte die pharmakologische
Inhibierung von ARIDIA durch den SWI/SNF-Komplex Inhibitor Compound 63 (C63) in
Kombination mit Romidepsin zu einem Vorteil gegeniiber einer alleinigen Behandlung mit
Romidepsin. Somit konnte die Kombination aus ARID1A-Inhibitoren und HDAC-Inhibitoren einen

therapeutischen Nutzen in ARIDIA-unmutierten KZT erbringen.



II. Summary

Germ cell tumors (GCT) are the most common malignancy in young men and develop from
misguided primordial germ cells due to (epi)genetic aberrations. After tumor excision, platinum-
based chemotherapy and local radiotherapy are available options, depending on the histology and
tumor stage. However, a high rate of adverse events and an increased risk of developing secondary
malignancies can be observed. In addition, around 30 % of patients suffer a recurrence or tumor
progression. In around 10 % of patients resistance to platinum-containing chemotherapeutic agents
after first-line therapy can be detected, meaning that research into new treatment options is required.
Preliminary studies on the development of GCT have shown that epigenetic changes, such as DNA
methylation and histone modification, contribute to tumor development. Inhibitors of histone
deacetylases (HDAC inhibitors), such as romidepsin, showed cytotoxic effects on GCT in vitro and
in vivo in preliminary studies and could therefore represent a new therapeutic option. Further studies
have identified ARID1A as a key factor in the romidepsin pathway. ARID1A is part of the chromatin-
remodeling, ATP-dependent SWI/SNF complex and is particularly involved in DNA repair, gene
expression and cell differentiation. In addition, previous investigations have shown that siRNA-
mediated downregulation of ARID1A alone leads to cell cycle arrest and apoptosis in GCT cells.
The aim of this study was to further characterize the molecular function of ARIDIA and to evaluate
the therapeutic potential of pharmacological ARIDIA inhibition in GCT. Therefore, ARIDIA
deficient GCT cell lines were generated by CRISPR/Cas9 gene editing. A comparison of the
ARID]A-deficient GCT with their parental cell line showed no significant differences with regard to
morphology and cell cycle. The only difference was the reduced proliferation rate upon ARIDIA
deficiency. At the gene level, ARID 1A deficiency resulted in downregulation of the genes involved
in the SWI/SNF complex. Mass spectrometry analysis revealed a reduced protein production of DNA
polymerase epsilon (POLE) and DNA methyltransferase-1-associated protein 1 (DMAPI1) in
ARID1A-deficienct cells. These proteins are involved in transcriptional regulation, DNA repair /
methylation, histone modification and pluripotency. In the next step, we analyzed the therapeutic
potential of ARID1A deficiency. Treatment of ARID1A deficient GCT with romidepsin resulted in a
significantly higher decrease in cell viability compared to the parental cell line. In addition,
pharmacological inhibition of ARIDIA by the SWI/SNF complex inhibitor Compound 63 (C63) in
combination with romidepsin resulted in an advantage over treatment with romidepsin only. Thus,
the combination of ARIDIA inhibitors and HDAC inhibitors may provide a potential therapeutic
benefit in ARID1A-unmutated GCT.
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1 Einleitung

1.1 Reifung der minnlichen Keimzelle

Die Reifung der ménnlichen Keimzelle, auch Spermatogenese genannt, bezeichnet den
Bildungsprozess ménnlicher Gameten [1], findet im Keimepithel der Samenkanélchen (Tubuli
seminiferi) des Hodens statt [2] und dauert etwa 74 Tage [1]. Das Keimepithel besteht aus
Keimzellen sowie Sertoli-Zellen, die wiederum die Keimzellen erndhren und das endokrine
Milieu fiir den Reifungsprozess schaffen (vergleiche Abb. 1) [3]. Der Reifungsprozess vollzieht
sich von auflen nach innen, beginnend an der Basalmembran des Samenkanélchens und endend
im Kanallumen. Er beinhaltet drei aufeinanderfolgende Phasen: die Spermatogonien-
proliferation und -differenzierung mittels Mitose, die Reifeteilungen der Spermatozyten mittels
Meiose, sowie die Spermiogenese, bei der es zur Differenzierung der Spermatiden zu Spermien
kommt [1]. Zu Beginn stehen die Spermatogonien, die einen doppelten Chromosomensatz
aufweisen und somit als diploid bezeichnet werden kdnnen [1]. Sie bilden die basale Schicht
des Keimepithels, sind mitotisch aktiv [1] und lassen sich in Typ A und B unterteilen [2]. Typ A
Spermatogonien stellen die Stammzellen der Samenbildung dar, wéhrend als Typ B die
weiterentwickelten Zellen bezeichnet werden, die sich im weiteren Verlauf durch den Eintritt in
die Meiose zu Spermatozyten des Typus I entwickeln [1, 2]. Bei der Meiose kommt es zur DNA-
Verdopplung, sodass jedes Chromosom nun aus zwei Chromatiden besteht [1]. Darauf folgt die
erste Reifeteilung, bei der die Chromosomen auf zwei Tochterzellen verteilt, die Chromatiden
jedoch noch nicht getrennt werden, sodass aus dem primdren Spermatozyt zwei Sekundire
entstehen [1] (vergleiche Abb.1). Diese wiederum vollzichen eine zweite Reifeteilung, bei der
es zur vollstindigen Trennung der Chromatiden jedes Chromosoms kommt [1]. Hierdurch
entstehen Spermatiden, die nun einen haploiden Chromosomensatz aufweisen [1]. Im weiteren
Verlauf kommt es zur Transformation der frilhen Spermatiden zu Spermien. Dieser Prozess
beinhaltet die Ausbildung des Spermienkopfes, des Akrosoms und der Geiflel sowie die
Abschniirung vom Zytoplasma [1]. Darauf folgt die Spermiation, bei der die iiberwiegend
unbeweglichen Spermien das Keimepithel verlassen und ins Lumen der Samenkanédlchen
gelangen. Dort werden sie zur endgiiltigen Reifung iliber die Ductuli efferentes in den
Nebenhoden ausgeschleust, wo sowohl die volle Befruchtungskompetenz als auch die

Beweglichkeit erlangt wird [4].

Die gonadale Hormonproduktion wird vom hypothalamischen Gonadotropin-Releasing
Hormon (GnRH) iiber die Ausschiittung der Gonadotropine LH (luteinisierendes Hormon) und
FSH (follikelstimulierendes Hormon) stimuliert (vergleiche Abb. 1) [3]. Uber die Expression
von Androgen- sowie FSH-Rezeptoren kommt es zur Stimulation der Sertoli-Zellen. Die

Sertoli-Zellen bilden das Grundgeriist des Keimepithels und fungieren als Blut-Hoden-Schranke

1



[4]. Durch FSH kommt es hierbei zur Produktion von Wachstumsfaktoren, die wiederum die
Proliferation differenzierter Keimzellen sicherstellen und die Gametenreifung fordern [4]. Des
Weiteren produzieren sie das Androgenbindungsprotein (ABP), das Testosteron bindet und
somit fiir hohe Hormonkonzentrationen im Interstitium sorgt [3]. Dariiber hinaus bilden die
Sertoli-Zellen das Proteinhormon Inhibin, das wiederum die Freisetzung von FSH [4] und somit

die Stimulation der Sertoli-Zellen reguliert [3].

Die Leydig-Zellen werden wiederum vom LH stimuliert, liegen im Interstitium der
Samenkanélchen und sind sowohl fiir die Synthese und als auch fiir die Freisetzung von
Testosteron verantwortlich [3, 4]. Uber sogenannte Riickkopplungsmechanismen kann das
Testosteron die LH-Sekretion regulieren, indem es bei hoher Konzentration die GnRH-

Sekretion und somit die eigene Produktion hemmt (vergleiche Abb.1) [3, 4].

Somit kommt es iiber hypothalamische und hypophyséire Hormonfreisetzungen sowie diverse
Riickkopplungsmechanismen zur Regulation der Spermatogenese und der gonadalen

Hormonproduktion (vergleiche Abb. 1).
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Abb. 1: Die hormonelle Regulation der Spermatogenese. Das im Hypothalamus gebildete GnRH (= Gonadotropin-
Releasing Hormon) stimuliert die Hypophyse zur LH (= luteinisierendes Hormon) und FSH (= follikelstimulierendes
Hormon) -Produktion. Durch die LH-Stimulation erfolgt in den Leydig-Zellen die Testosteronproduktion, die
wiederum die GnRH-Produktion im Hypothalamus hemmt. Die FSH-Stimulation der Sertoli-Zellen fordert die
Spermienreifung. Gleichzeitig bilden die Sertoli-Zellen Inhibin, das wiederum die FSH Freisetzung reguliert.
Modifiziert nach Brandes et al. [4] und Alberts et al. [5], erstellt mit OneNote, Microsoft



1.2 Der Keimzelltumor (KZT)

1.2.1 Epidemiologie, Atiologie und Risikofaktoren

KZT stellen die hdufigste maligne Erkrankung des jungen Mannes im Alter von 25 bis 45 Jahren
dar, wobei das mittlere Erkrankungsalter 38 Jahre betrigt [6]. Im Alter von 80 Jahren ist zudem
ein weiterer Erkrankungsgipfel zu beobachten [7]. Mit 1,6 % gehdren KZT insgesamt jedoch zu

den selteneren Tumorentititen.

Etwa 95 % der KZT des Typ II entwickeln sich im Hoden, wéhrend die restlichen 5 % extra-
gonadal auf Hohe der Korpermittellinie, inklusive des vorderen Mediastinums und im Bereich

der hypothalamischen-hypophyséren Region, entstehen [8].

Die Inzidenz stieg seit dem zweiten Weltkrieg besonders in den westlichen Léndern [6].
Altersadaptierte Inzidenzraten zeigen, dass insbesondere in der Schweiz sowie in Danemark,
Norwegen und Deutschland die Erkrankungsraten hoch sind. Kohortenstudien aus Norwegen
und Dinemark fiihren dies auf Faktoren wie Erndhrung, Umweltverschmutzung und kérperliche

Aktivitdt wahrend der Schwangerschaft zuriick [7].

Etwa 70 % aller Patienten haben bei Erstdiagnose das Tumorstadium I und weisen somit keine
Lymphknotenmetastasen sowie normwertige Tumormarker auf [9]. Etwa 30 % der Betroffenen

befinden sich bei der Erstdiagnose bereits in einem metastasierten Zustand.

Zu den gesicherten Risikofaktoren des KZT gehdren der Hodenhochstand, ein kontralateraler
KZT in der Vorgeschichte, genitale Fehlbildungen der Keimdriisen sowie genetische bzw.

familidre Faktoren [7, 10].

Der Hodenhochstand, auch Maldescensus testis, Kryptorchismus oder Hodendystopie genannt,
entwickelt sich wihrend der embryonalen Reifung des Fotus durch eine fehlerhafte,
unvollstindige oder nicht stattgehabte Absenkung des Hodens aus dem Bauchraum in das
Skrotum. Hierdurch kann die fiir die Spermatogenese erforderliche Temperatur von 33°C nicht
erreicht werden und es kommt zu funktionellen Stérungen der Spermatogenese und der
Fertilitdt. Das Risiko fiir KZT steigt hierdurch um das 2- bis 8-fache an [11], unabhéngig vom
Zeitpunkt der operativen Korrektur, bei nicht oder erst nach der Pubertét erfolgter Orchidopexie
jedoch in héherem Mafle [10]. Fallkontrollstudien zeigten, dass bei 10 % der Kinder mit
Hodenhochstand es zur Entwicklung von KZT kommt [7].

Auflerdem konnten familidre Préadispositionen in mehreren Fallkontrollstudien nachgewiesen
werden. Somit kommt es bei (Zwillings-)Briidern und Séhnen von Erkrankten zu einem 2- bis
10-fach erhéhtem Risiko, ebenfalls einen KZT im Laufe ihres Lebens zu entwickeln [7]. Zudem
haben Patienten mit einem Hodentumor ein 30-fach erhdhtes Risiko im Laufe ihres Lebens ein

KZT an der Gegenseite zu entwickeln.



Intersexuelle Fehlbildungen spielen ebenfalls eine Rolle bei der Entstehung von testikuldren
intraepithelialen Neoplasien (TIN), die als Vorldufer maligner Hodentumoren gelten. Hierzu
gehort zum einen die testikuldre Feminisierung, zum anderen das Klinefelter-Syndrom [12]. Die
testikulidre Feminisierung bezeichnet eine Androgeninsensitivitét, die auf einem Rezeptordefekt
beruht. Somit kommt es beim ménnlichen Chromosomensatz (46, XY) und physiologischen
Genitalentwicklung zu einem weiblichen Phénotyp, sodass Betroffene héufig als Madchen
aufwachsen. Das Klinefelter Syndrom beruht auf einer chromosomalen Stérung, bei der die
Mainner den Chromosomensatz ,,47, XXY* anstelle des physiologischen ,,46, XY aufweisen.
Dies fiithrt zur Infertilitdit und einem Hypogonadismus, der sich klinisch durch vermehrtes

Brustwachstum, kleine Genitalien und weibliches Behaarungsmuster auflert [13].

Des Weiteren werden ménnliche Subfertilitit, Hodenatrophie, regelméBiger Marihuana-
Konsum sowie prénatale Gegebenheiten wie niedriges Geburtsgewicht und Frithgeburt als
wahrscheinliche Risikofaktoren diskutiert. Letzteres wird auf eine erhohte intrauterine

Ostrogenkonzentration wihrend des 1. Trimenon zuriickgefiihrt [7, 12].

1.2.2 Einteilung und Entstehung

KZT koénnen in fiinf Subtypen unterteilt werden. Hierbei unterscheidet die Weltgesundheits-
organisation (WHO) in ihrer Klassifikation zwischen KZT die aus einer Vorlduferldsion, auch
Keimzellneoplasie in situ (GCNIS), genannt, entstehen und solchen bei denen dies nicht der Fall

ist [9].

Der Typ I KZT betrifft iiberwiegend Kinder unter 5 Jahren, entwickelt sich meist extragonadal
und beinhaltet gehauft Dottersacktumoren (YST) sowie Teratome (vergleiche Abb. 2) [14]. Der
Typ Il KZT entwickelt sich aus einer entarteten primordialen Keimzelle (PGC). Genetische und
epigenetische Aberrationen kdnnen nach der Pubertit zu einer GCNIS fiihren [14]. Im weiteren
Verlauf der Tumorentwicklung lassen sich histologisch Seminome (SE) von Nicht-Seminomen
(NS) unterscheiden. Die NS, die ebenfalls als Embryonalkarzinome (EC) bezeichnet werden,
besitzen pluri- bis totipotente Eigenschaften. Man differenziert sie in Chorionkarzinome, YST
und Teratome. (vergleiche Abb. 2) [14]. Der Typ III KZT kommt gehduft bei dlteren Ménnern
vor und entwickelt sich aus Spermatozyten, den Vorlduferzellen des Spermiums (vergleiche
Abb. 2). Beim Typ IV KZT handelt es sich um Dermoidzysten der Eierstocke, die sich aus den
Vorlauferzellen der weiblichen Eizelle entwickeln, wahrend Typ V KZT aus den weiblichen
primordialen Follikeln oder den ménnlichen Spermien entstehen und als Blasenmole bezeichnet
werden [8, 14]. Die hier vorgestellte Arbeit wird sich ausschlieBlich auf die Typ II KZT

fokussieren, da diese die hochste Inzidenz aufweisen [9].

Es wird angenommen, dass die Vorlduferldsion des Typ Il KZT bereits im Laufe der Keim-

zellentwicklung im Fdotus entsteht. Etwa vier Wochen nach der Befruchtung kommt es zur



Entwicklung der PGC. Dieser Prozess wird durch verschiedene Signalwege des extra-
embryonalen Gewebes induziert [14]. Bis zur Pubertit ruhen die Vorlduferldsionen, bis es durch
hormonelle Einfliisse zur Proliferation und Differenzierung kommt [15]. Die GCNIS-Zellen
besetzen die spermatogene Nische am erwachsenen Hodentubulus und stehen in enger
Verbindung mit der Basalmembran und den Sertoli-Zellen, die die Spermatogonien versorgen
[8]. Unter normalen Umsténden miisste ein Gonozyt zu diesem Zeitpunkt seine embryonalen
Eigenschaften verlieren und Marker reifender spermatogener Zellen hinzugewinnen [8].
Stattdessen weisen die GCNIS-Zellen totipotente Eigenschaften auf und exprimieren weiterhin
embryonale Marker und Transkriptionsfaktoren [9]. Generell weisen viele der KZT genetische
Anomalien auf. Besonders betroffen ist hierbei der kurze Arm des Chromosoms 12 (12p) [9].
An dieser Stelle kann es beispielsweise zu einem genetischen Zugewinn, einem ,,12p-gain®,

kommen [14].

Im weiteren Verlauf kommt es bei den GCNIS-Zellen durch epigenetische und molekulare
Mechanismen zur Differenzierung und Weiterentwicklung in SE und NS (vergleiche Abb. 2)
[15]. Die histologischen Untergruppen der KZT unterscheiden sich ebenfalls durch molekulare
Marker voneinander. Die Expression des Transkriptionsfaktors POUSF 1, der fiir die Pluripotenz
sowie die Differenzierung mitverantwortlich ist [14], fehlt in Chorionkarzinomen, Teratomen
und YST. Jedoch ist er in GCNIS, SE und EC nachweisbar und kann somit als diagnostischer
Marker genutzt werden [8]. Ebenfalls lassen sich SE von NS durch die Expression verschiedener
Proteine unterscheiden. So kann SOX17 bei SE nachgewiesen werden, wahrend die EC sich
durch hohe SOX2-Level auszeichnen. Beide Proteine, sowohl SOX2 als auch SOX17, lassen
sich auBlerdem in GCNIS-Zellen nachweisen [9].
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Abb. 2: Entwicklung der Keimzelltumore (WHO Typ I-III) in den unterschiedlichen Entwicklungsstadien der
Spermatogenese. Typ I beinhaltet Teratome (TE) und Dottersacktumore (YST). Typ II entwickelt sich aus einer
Keimzellneoplasie (GCNIS) zu Seminomen (SE) und Embryonalkarzinomen (EC). Aus den EC kdnnen im weiteren
Verlauf Chorionkarzinome (CC), TE, YST entstehen. Typ III Tumore entwickeln sich aus Spermatozyten.
Aus Miiller et al. [14]



1.2.3 Symptome

Klinisch prasentiert sich der KZT in der meisten Féllen mit einem initial vergroBerten Hoden.
Etwa 20 % der Patienten geben an, bereits vor der Groflenzunahme skrotale Schmerzen verspiirt
zu haben. Seltener berichten die Patienten von Gyndkomastie (Gréfenzunahme der
Brustdriisen), Hydrozelen (Fliissigkeitsansammlung im Skrotum) und unspezifischen

Symptomen wie Riickenschmerzen [6].

Etwa ein Fiinftel der Patienten zeigen initial bereits Anzeichen einer Metastasierung. So kdnnen
beispielsweise Flankenschmerzen und schmerzhafte LymphknotenvergroBerungen Hinweise
auf Tumorinfiltration und retroperitoneale Lymphknotenbeteiligung liefern. Des Weiteren
fiihren Atemnot und Husten mit blutigen Auswurf zum Verdacht auf Lungenmetastasen,

wihrend neurologische Symptome die Abklérung zerebraler Mitbeteiligung erfordern [7].

1.2.4 Diagnostik

Einer umfangreichen Anamnese der Symptome folgt die korperliche Untersuchung, die eine
Hoden- sowie Lymphknotenpalpation im Seitenvergleich beinhaltet. Beim Abtasten sollte sich
der gesunde Hoden homogen, schmerzlos und beweglich darstellen sowie eine Lénge von 3.5
bis 5 cm aufweisen. Verhdrtungen, inhomogene strukturelle Auffélligkeiten sowie nicht-ver-
schiebbare, schmerzhafte Areale bediirfen weiterer Abklarung [10]. Wird initial ein vergroBerter
Hoden festgestellt, so sollte eine Ultraschalldiagnostik durchgefiihrt werden. Hierdurch ldsst
sich das Volumen und die Grof3e des Hodens, sowie dessen struktureller Aufbau beurteilen. Die
Sonografie ermoglicht ebenfalls eine Unterscheidung zwischen einer Raumforderung im Hoden
und einer intraskrotalen Schwellung und weist eine hohe Sensitivitét bei der Erkennung von
Hodentumoren auf [6]. Somit kénnen 98 % der KZT durch die sonographische Untersuchung
sicher erkannt werden. Hierbei gilt, dass die Groe der Raumforderung mit der Malignitét
korreliert. Frithformen eines KZT zeigen sonographisch das Bild eines ,,Schneegestobers* oder
»dternhimmels®, das durch intratubuldre Mikroverkalkungen im Hoden hervorgerufen wird.
Diese sind mit Sub- und Infertilitét assoziiert und sollten bioptisch weiter abgeklért werden, da
in etwa 40 % der Fille eine Vorlduferldsion des KZT vorliegt. Von grofler Bedeutung ist
ebenfalls die sonographische Untersuchung des kontralateralen Hodens, da bei etwa 1 % der

Patienten ein Zweittumor vorliegt [7].

Wenn sonographisch ein Hodentumor bestétigt wurde, erfolgt im weiteren Prozedere ein
Staging, bei dem die Ausbreitung des Tumors beurteilt wird. Da KZT zunichst lymphogen in
intradiaphragmale, paraaortale und parakavale Lymphknoten metastasieren, werden
insbesondere die Lymphknotenstationen, aber auch eine mdgliche Organbeteiligung mit
bildgebenden Verfahren beurteilt. Hierfiir werden computertomographische Untersuchungen

des Thorax, Abdomens und Beckens veranlasst, die im Vergleich zu Magnetresonanz-



tomographischen (MRT)- oder Positronen-Emissions-Tomographischen (PET-CT) -Untersuch-
ungen die hochste Sensitivitdt aufweisen. Diese variiert je nach Grofle und Form des Lymph-

knotens zwischen 65 bis 96 % und ist ebenfalls abhdngig vom Tumorstadium [6].

Zerebrale Bildgebungen sind bei klinisch neurologischen Auffalligkeiten, die den Verdacht auf
Hirnmetastasen liefern, ebenfalls indiziert. Des Weiteren empfiehlt die Leitlinie der European
Association of Urology (EAU) die zerebrale Bildgebung bei NS, erhohtem B-HCG (humanes
Choriongonadotropin) iiber 10 000 IU/L und multiplen Lungenmetastasen [16].

Die Bestimmung der Tumormarker B-HCG, alpha-Fetoprotein (AFP) und Laktatdehydrogenase
(LDH) sind sowohl initial als auch zur Verlaufskontrolle indiziert. Hierliber lassen sich
Riickschliisse auf Tumorentitét, Ausbreitung des Tumors und ein mogliches Therapieansprechen
ziehen [6]. Jedoch bleibt bei etwa 40 % der Patienten mit KZT eine Erhdhung der o.g.

Tumormarker aus [17].

Das Protein B-HCG kann sowohl bei Schwangerschaft als auch bei einer Vielzahl maligner
Erkrankungen erhoht sein. Es ist im Urin sowie im Blut nachweisbar und unterteilt sich in
zahlreiche Untergruppen je nach AusmaBl der Glykosylierung. Studien zeigten, dass
hyperglykosyliertes B-HCG ebenfalls zur Zellinvasion und Wachstum maligner Tumore
beitragt. Eine Erhohung von B-HCG zeigen insbesondere SE, EC als auch Chorionkarzinome
[17]. Jedoch kann eine Erhéhung von 3-HCG ebenfalls durch Alkohol- oder Cannabiskonsum

bedingt sein oder bei Hypogonadismus vorliegen [6].

Das Glykoprotein AFP wird im Darm, der Leber und im Dottersack synthetisiert. AFP kann
sowohl bei nicht-neoplastischen Lebererkrankungen als auch bei hepatozelluldren Karzinomen,
EC und Dottersacktumoren vermehrt gebildet werden. Etwa 50 bis 70 % der Patienten, die an

einem NS erkrankt sind, zeigen erhohte AFP-Spiegel [17].

LDH ist ein zytoplasmatisches Enzym, dass von einer Vielzahl von Geweben produziert wird,
unter anderem von der Leber, dem Gehirn oder den Muskeln [17]. Eine Erhohung des LDHs
wird insbesondere bei SE, aber auch bei NS und fortgeschrittenen Tumorerkrankungen
beobachtet. Jedoch hat der Marker eine geringe Spezifitit, da dessen Erhohung auch auf
zahlreiche andere Ursachen zuriickgefiihrt werden kann [6]. So wird LDH beispielsweise bei
allen Prozessen, die zu einer Zellschddigung fiihren, vermehrt produziert. Nichtsdestotrotz
zeigen Studien, dass es eine Korrelation zwischen dem Gesamtiiberleben eines Patienten mit
KZT und dem LDH-Spiegel gibt, sodass es ebenfalls eine Rolle bei der Risikostratifizierung
hinsichtlich der Prognose spielt [17].

Die Diagnose eines KZT wird anhand einer Biopsie gesichert. Hierfiir erfolgt eine explorative

Freilegung des betroffenen Hodens mit anschlieBender Schnellschnittdiagnostik. AnschlieBend



wird eine Absetzung des Hodens mit zugehdrigem Samenstrang durchgefiihrt. Insbesondere bei
Patienten unter 30 Jahren und einem Hodenvolumen unter 12 ml kann eine anschliefende
kontralaterale Hodenbiopsie sinnvoll sein, um Vorlduferldsionen oder Zweittumore
auszuschlieBen [7]. Die histologische Untersuchung erlaubt eine genauere Spezifizierung des
Tumors und gibt Riickschliisse auf Therapieoptionen und die Prognose. In 3 bis 20% der Probe-
entnahmen kann es zu Komplikationen, wie Odem- oder Hématombildung, kommen. Seltener

entwickelt sich ein meist selbstlimitierender, temporarer Hypogonadismus [6].

1.2.5 Klassifikationen

Hodentumore konnen anhand verschiedener Klassifikationen unterteilt werden, die im Hinblick
auf die Therapie und Prognose von groBer Relevanz sind. Die Klassifizierung nach TNM der
Union internationale contre le cancer (UICC) erfolgt anhand der Kriterien T (Ausbreitung des
Tumors), N (Lymphknotenstatus), M (Metastasierung) und S (Serummarker) [16]. Die Lugano-
Klassifikation baut auf dem TNM-System auf und unterteilt die Hodenkarzinome in 3 Stadien,
abhingig von der Tumorausbreitung, dem Lymphknoten- und Metastasierungsstatus, sowie der
Serummarker LDH, AFP und B-HCG. Nach der Klassifikation der International Germ Cell
Cancer Cooperative Group (IGCCCG) kann die Prognose fiir Hodentumorpatienten mit SE als
auch NS eingeschiitzt werden. Hierbei wird die 5-Jahres-Uberlebensrate zur Unterteilung in die
Gruppen ,,gute Prognose®, ,,intermedidre Prognose* und ,,schlechte Prognose* verwendet (siche

Tabelle 1) [16, 18].

Tabelle 1: Prognoseeinteilung nach der Klassifikation der International Germ Cell Cancer Cooperative Group
(IGCCCQ) fiir nichtseminomatose Keimzelltumoren und Seminome. Keimzelltumor (KZT), alpha-Fetoprotein
(AFP), humanes Choriongonadotropin (B-HCG), Laktatdehydrogenase (LDH), upper limit of normal (ULN).
Modifiziert aus den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Urologie [16]

Gute Prognose

Nichtseminomatése KZT Alle folgenden Kriterien:

(56 % der Fille) *  Primirtumor Hoden/ retroperitoneal

* Keine extrapulmonalen viszeralen Metastasen
¢ AFP < 1,000 ng/ml

«  B-HCG < 5,000 1L/

* LDH=15xULN

Seminome Alle folgenden Kriterien:

(90 % der Fille) + Jede Primirtumorlokalisation

¢ Keine extrapulmonalen viszeralen Metastasen
+  Normale AFP-Werte

+  Alle B-HCG-Werte

*  Alle LDH-Werte

Intermediéire Prognose

Nichtseminomatose KZT «  Primirtumor Hoden/ retroperitoneal
(28 % der Fiille) « Keine extrapulmonalen viszeralen Metastasen

Eines der folgenden Kriterien:
= AFP 1,000 - 10,000 ng/ml

¢ B-HCG 5,000 - 50,000 TU/1
¢« LDH1.5-10xULN

Seminome Alle der folgenden Kriterien:

(10 % der Fille) ¢ Extrapulmonale viszerale Metastasen
+  Normale AFP-Werte

*  Alle B-HCG-Werte

*  Alle LDH-Werte

Schlechte Prognose

Nichtseminomatdse KZT (Mindestens) eines der folgenden Kriterien:
(16 % der Fiille) «  Primiir mediastinal

+ Extrapulmonale viszerale Metastasen

*  AFP = 10,000 ng/ ml

* B-HCG > 50,000 U/

« LDH=10xULN

Seminome Keine Einordnung in die schlechte Prognosegruppe




1.2.6 Therapie und Prognose

Die therapeutischen Optionen richten sich nach der Histologie, dem Tumorstadium und dem
Zustand des Patienten. Sowohl operative als auch medikamentdse und strahlentherapeutische
Behandlungsmoglichkeiten stehen zur Verfiigung. In der Regel werden diese Optionen
miteinander kombiniert, um die Chance auf ein Langzeitiiberleben des Patienten zu erhdhen [6,

11].

Unabhingig vom histologischen Typ des KZT wird stets eine operative Entfernung des Tumors
inklusive Absetzung des Samenstrangs angestrebt [11]. Folgend wird das Stadium nach UICC
bestimmt. Bei niedrigem UICC-Stadium steht neben der Option einer aktiven Uberwachung
(AS) eine adjuvante Chemotherapie zur Verfliigung. Im Falle von NS wird auBerdem eine
retroperitoneale Lymphknotendissektion durchgefiihrt, wihrend bei SE eine adjuvante
Strahlentherapie als Behandlungsoption angeboten werden kann. In hoéheren Stadien werden

stets adjuvante Chemotherapien bevorzugt durchgefiihrt [6].

Die operative Entfernung des KZT steht insbesondere in frithen Stadien im Vordergrund. Hierbei
eroffnen sich zwei Moglichkeiten: die radikale Orchiektomie und das organerhaltende operative
Verfahren [6]. Bei der radikalen Orchiektomie wird der betroffene Hoden inklusive des Samen-
strangs und des Nebenhodens entfernt. In fortgeschrittenen Stadien erfolgt vor der Operation
eine chemotherapeutische Behandlung, um eine Tumorverkleinerung zu erzielen. Die
organerhaltende Operation kann bei KZT, die weniger als 30 % des Hodens betreffen, durch-
gefiihrt werden. Insbesondere bei Patienten mit angeborenem solitirem Hoden oder bei
Tumorbefall beider Hoden wird diese Methode zur Aufrechterhaltung der Testosteron-
produktion praferiert [6, 12]. Jedoch ist nach Durchfithrung dieses operativen Verfahrens eine
Bestrahlung obligat. Ziel der operativen Verfahren ist eine sogenannte RO-Resektion. Diese wird
erreicht, wenn in der pathologischen Schnellschnittuntersuchung der Resektionsrénder kein
Tumor nachgewiesen werden kann. Die retroperitoneale Lymphknotendissektion (RPLND) ist
ein nervenschonendes Verfahren zur Entfernung retroperitonealer Lymphknoten und wird
insbesondere bei NS standardméBig durchgefiihrt. Durch dieses Verfahren wird erreicht, dass
lokale Rezidive auf unter 5 % reduziert werden konnen. Risiken dieses Eingriffs sind eine
retrograde Ejakulation, vaskuldre Verletzungen, Aszitesbildung, Himatome sowie Verletzungen

der Harnwege oder des Darms [6].

Die Chemotherapie wird sowohl adjuvant als auch in palliativer Situation durchgefiihrt. Das

Therapieregime unterscheidet sich je nach Tumorart.

Bei SE in frithen Stadien werden ein bis zwei Zyklen Carboplatin verabreicht [6]. Carboplatin
gehort wie Cisplatin zu den Platinanaloga, die die DNA-Replikation in der G1-Phase durch

Bindung an Nukleinbasen und Bildung von Intra- und Interstrang-Quervernetzungen hemmen



und somit zur Apoptose fithren [18]. Im Vergleich zum Cisplatin dauert die Umwandlung von
Carboplatin in seine aktive Form lidnger, sodass es zum verzogerten Wirkungseintritt und

verminderter Substanzaktivitdt kommt [19].

Bei NS in frilhen Stadien besteht die Erstlinien-Therapie aus ein bis zwei Zyklen der
Kombination Bleomycin, Etoposid und Cisplatin (BEP) [6]. Bleomycin ist ein Antibiotikum,
das die DNA-Vernetzung mittels Interkalation und Alkylierung stort [18] sowie in hoheren
Dosen durch die Bildung von Sauerstoffradikalen zu DNA-Strangbriichen fiihrt [20]. Etoposid
dagegen gehort zu den Topoisomerase-II-Hemmern, die DNA-Briiche verursachen und somit
die DNA-Replikation und -Transkription storen [18]. In fortgeschrittenen Stadien werden drei
bis vier Zyklen BEP verabreicht.

Im palliativen Regime wird ebenfalls in der Erstlinie BEP eingesetzt. Bei Unvertriglichkeiten
oder Kontraindikationen gegen Bleomycin, wie beispielsweise beeintrachtigter Lungenfunktion
in Form von restriktiven pulmonalen Erkrankungen [10], kann dieses abgesetzt und die Therapie
um einen weiteren Zyklus EP (Etoposid und Cisplatin) verldngert werden. Alternativ kann das
PEI-Therapieprotokoll, das Cisplatin, Etoposid und Ifosfamid beinhaltet, eingesetzt werden [6].
Ifosfamid gehdrt zur Gruppe der alkylierenden Substanzen, die durch Stickstofflost-
verbindungen ihre Wirkung entfalten [19]. Hierbei kommt es durch eine Chloridabspaltung zur
Alkylierung der DNA sowie zu DNA-Quervernetzungen. Diese treten sowohl innerhalb eines

DNA-Stranges als auch zwischen den Strangen der Doppelhelix auf [19].

Zweitlinientherapien bestehen meist aus Dreifachkombinationen und basieren stets auf
Cisplatin. Manche Patienten weisen jedoch eine Platinresistenz auf [7]. In diesem Fall kdnnen
Kombinationen aus Gemcitabin und Paclitaxel versucht werden. Das Pyrimidinanalogon
Gemcitabin gehort zu den Antimetaboliten, die durch den Einbau falscher Nukleotide die DNA-
Synthese schéddigen. Paclitaxel hemmt dagegen die Mitose, indem es im Spindelapparat die
Polymerisation der Mikrotubuli verstirkt und es somit zu fehlerhaften Konstruktionen kommt

[6, 18].

Die sogenannte ,,Salvage“-Chemotherapie ist flir Patienten, die bei metastasierter Situation in
der Erstlinie progredient wurden, konzipiert. Diese beinhaltet eine Hochdosistherapie mit
Carboplatin und Etoposid. AnschlieBend wird eine Stammzelltransplantation durchgefiihrt, die

meist zu Komplettremissionen fiihrt [6].

Durch die Cisplatin-basierte Chemotherapie steigen die Uberlebenschancen fiir Patienten mit
KZT deutlich an. Allerdings weist sie zahlreiche Nebenwirkungen auf. Hierzu gehoren
insbesondere renale, pulmonale und ototoxische Nebenwirkungen, Infertilitit, Fatigue,

Mucositis, Diarrho und Emesis [6].
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Die Strahlentherapie wird nach Orchiektomie bei SE durchgefiihrt [6]. Die Gesamtdosis und
das Bestrahlungsfeld variieren je nach Stadium des KZT. Hierbei ist eine Abwagung zwischen
den Vorteilen und den Nebenwirkungen der Bestrahlung entscheidend. Durch die lokale
Bestrahlung des betroffenen Hodens und ggf. der inguinalen und abdominellen
Lymphknotenregion kann die lokale Rezidivrate auf 2 bis 4 % gesenkt werden [6]. Neben akuten
Nebenwirkungen wie Emesis, Diarrhd, Fatigue, Hautirritationen, Alopezie und Infektions-
anfilligkeiten kann es ebenfalls zu Langzeitfolgen wie Infertilitit oder Ausbildung sekundérer
Malignome kommen. Aus diesem Grund sollte die Entscheidungsfindung mit dem Patienten
abgestimmt werden, um beispiclsweise auch eine gewiinschte Sperma-Konservierung
veranlassen zu konnen. Die EAU-Leitlinie rét ebenfalls von einer Bestrahlung von Patienten

unter 40 Jahren, insbesondere aufgrund des Risikos fir Zweitmalignome, ab [6].

Alle Patienten, die an einem KZT erkrankt sind, miissen nach Therapieabschluss fiir mindestens
fiinf Jahre nachbeobachtet werden. Zu diesem sogenannten Follow-Up gehdren je nach Stadium
und Tumorart die Bestimmung der Tumormarker im Serum, Ultraschalluntersuchungen sowie

weitere bildgebende Verfahren wie CT und Rontgen [10].

1.3 Epigenetik

Vorstudien zur Entstehung von KZT zeigten, dass die Mutationslast in KZT gering ist [21] und
die Tumorentwicklung ebenfalls auf epigenetische Verdnderungen zuriickgefiihrt werden kann
[14, 22]. Aus diesem Grund stehen Deregulationen in der Epigenetik im Vordergrund als

Erklarungsansatz fiir die KZT-Entstehung.

Die Epigenetik erforscht die Steuerung der Genaktivitdt, um die Entwicklung von Organsimen
und Zelldifferenzierung besser zu verstehen. Im Vordergrund stehen hierbei Mechanismen, die
beeinflussen, auf welche Art und Weise DNA-Sequenzen abgelesen werden [23]. Hierzu

gehoren Prozesse wie DNA-Methylierung, Histon-Modifikation und RNA-Deregulation [23].

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf der DNA-Methylierung sowie der Histon-Modifikation, da
diese bei der Entstehung von KZT eine zentrale Rolle spielen [22].

Die DNA-Methylierung erfolgt durch das Anhdngen von Methylgruppen (-CHs) an die DNA-
Nukleinbase Cytosin. An die methylierte Gensequenzen binden darauthin Proteine, die zur
Aufwicklung der DNA fiihren [23]. Hierdurch veréndert sich die Zuganglichkeit des Gens und
es kommt zur Inaktivierung, da das Gen im methylierten Zustand transkribiert werden kann

[23].

Die DNA selbst wird mit Hilfe von Proteinen, den Histonen, in einen Nukleus ,,verpackt® und
bildet einen DNA-Protein-Komplex, der als Chromatin bezeichnet wird. Das Nukleosom, die

kleinste Einheit eines Chromatins, ist ein Oktamer und besteht aus den vier Histonen H2A, H2B,
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H3 und H4, auf denen ein 147 Basenpaar (bp) langes DNA-Fragment ,,aufgewickelt ist (siche
Abb. 3) [23, 24]. Die Histone konnen ebenfalls verdndert werden und fiihren durch die
Verianderung der Chromatinstruktur zur Regulierung von DNA-Prozessen, wie Replikation und
Reparatur [23, 24]. Die Modifikation von Histonen wird durch Acetylierung und Deacetylierung
mit Hilfe von Enzymen, den Histon-Acetyl-Transferasen (HATs) und Histondeacetylasen
(HDACs), bewerkstelligt [24]. Hierdurch wird die Chromatinstruktur verdndert und die
Transkription sowie die Genexpression beeinflusst [25]. Durch die Deacetylierung mit Hilfe der
HDACs kommt es zur Kondensierung der Chromatinstruktur, wéhrend eine Acetylierung durch
HATs die Dekondensation fordert. Hiertiber wird die Zugéinglichkeit zu den jeweiligen Genen

beeinflusst.

NUKLEOSOM
7 N

/

2B H2A

HATs

RELAXATION

CHROMATIN

KONDENSATION

HDACs

Abb. 3: Aufbau eines Nukleosoms und Auswirkungen einer Histon-Acetylierung und -Deacetylierung auf die
Chromatinstruktur. Eine Histonacetylierung durch HATs (Histon-Acetyl-Transferasen) fiihrt zu einer
Chromatinrelaxation, wihrend eine Histondeacetylierung durch HDACs (Histondeacetylasen) eine
Chromatinkondensation bewirkt. Modifiziert nach Gujral et al. [24], erstellt mit OneNote, Microsoft
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Es gibt 18 HDACsS, die anhand ihrer Eigenschaften in vier Klassen eingeteilt werden kénnen

(vergleiche Tabelle 2) [26].

Tabelle 2: Ubersicht der Histondeacetylasen (HDACs). Eingeteilt in vier Klassen mit unterschiedlicher Funktion
und unterschiedlichem Vorkommen. Nach Hull et al. [26]

HDACs Vorkommen Funktion
Klasse 1 1,2,3,8 Ubiquitér in Nucleoli Deacetylierung von Tumorsuppressoren,
aller Gewebe Steroidrezeptoren, Transkriptionsfaktoren
Klasse ITA  4,5,7,9 Nucleoli und Zytosol Deacetylierung von Non-Histon-Enzymen,

Gewebespezifische Funktionen

Klasse IIB 6, 10 Zytoplasma Signaltransduktion, Motilitiit (Tubulin, Cortactin)

Klasse III SIRT1-7  Ubiquitér Regulieren oxidativen Stress, DNA-Reparatur,

»oirtuins® Metabolismus und Alterungsprozesse

Klasse 1V 11 Gewebespezifisch: Reguliert die Entwicklung von Oligodendrozyten
Niere, Gehirn, Hoden, und die Expression von Interleukin-10

Herz, Muskulatur

Eine Deregulation der HDACs wird auch wihrend der Karzinogenese vielfach beobachtet [27].
Beispielsweise wird im Vergleich zum Normalgewebe HDACI1 insbesondere von Prostata-,
Kolon-, Lungen- und Mamma-Karzinomen gebildet, wihrend das Enzym HDAC2 in
kolorektalen und zervikalen Tumoren vermehrt produziert wird [25]. Ebenfalls konnte in

Vorstudien gezeigt werden, dass KZT iiberwiegend HDAC1 exprimieren [28].

Auch bei KZT wird angenommen, dass sowohl DNA-Methylierungsprozesse als auch
Histonmodifikationen bei der Entstehung eine bedeutende Rolle spielen [14]. Vorstudien zeigen,
dass KZT mit hohem DNA-Methylierungsstatus mit stirker differenzierten Subtypen
korrelieren, sodass Unterscheidungen zwischen SE, NS und Mischtypen vorgenommen werden
konnten [14, 29]. So weisen SE in der Regel eine Hypomethylierung und NS dagegen eine
vermehrte Methylierung auf [21]. AuBerdem konnten in Vorarbeiten unterschiedlich
ausgepragte Histon-Methylierungen wie H3K9me2, H3K4me3, H3K27me3 oder H3K4mel in
KZT, je nach Subtyp, nachgewiesen werden [21]. Dies fiihrt zu der Annahme, dass epigenetische
Prozesse zum einen zur Tumorentstehung beitragen und zum anderen einen Erkldrungsansatz

fiir die Subtypentwicklung bei KZT liefern kénnen [21].
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1.3.1 HDAC-Inhibitoren

Die Histonacetylierung und -deacetylierung gehort zu den wichtigsten Kontrollmechanismen
der Gentranskription [24]. Somit kann eine Inhibierung der Histondeacetylase zur
epigenetischen Regulierung der Genexpression, aber auch der zelluldren Aktivitdt fiihren [26].
Vorarbeiten in KZT zeigen, dass HDAC-Inhibitoren zytotoxische Effekte auf die Zellen ausiiben

und somit eine therapeutische Option darstellen konnen [21].

HDAC-Inhibitoren koénnen in fiinf Klassen unterteilt werden und sowohl auf spezifische
Histondeacetylasen als auch ubiquitir wirken (vergleiche Tabelle 3) [25]. Als Folge kommt es

zur vermehrten Zelldifferenzierung, Apoptose und Hemmung der Angiogenese [30].

Tabelle 3: Uberblick der HDAC-Inhibitoren. Nach Eckschlager et al. [25]

Class HDAC Inhibitor Target HDAC Class Clinical Status
Trichostatin A pan preclinical
SAHA pan approved for cutaneous T-cell lymphoma

Belinostat pan approved for peripheral T-cell lymphoma
Panabiostat pan approved for multiple myeloma

Givinostat pan phase II clinical trials—relapsed leukemia and multiple myeloma

hydroxamic acids Resminostat pan phase I and II clinical trials—hepatocellular carcinoma

Abexinostat pan phase II clinical trial—B-cell lymphoma
Quisinostat pan phase I clinical trial—multiple myeloma
Rocilinostat I phase I clinical trial—multiple myeloma
Practinostat I, IIand IV phase II clinical trial—prostate cancer

CHR-3996 1 phase I clinical trial—advanced /metastatic solid tumors refractory to

standard therapy

approved for epilepsia, bipolar disorders and migraine, phase II clinical

short chain fatty Valproic acid 1.Ha trials—several studies
acids Butyric acid LI phase II clinical trials—several studies
Phenylbutyric acid I, 11 phase I clinical trials—several studies
phase II clinical trials—breast cancer, Hodgkin’s lymphoma, non-small cell
Entinostat 1 lung cancer, phase III clinical trial—hormone receptor positive
benzamid breast cancer
cenzamides Tacedinaline I phase III clinical trial—non-small cell lung cancer and pancreatic cancer
45C202 I phase I clinical trial—advanced hematological malignancies
Mocetinostat L1V phase II clinical trials—Hodgkins lymphoma
cyclic_ Romidepsin I approved for cutaneous T-cell lymphoma
tetrapeptides
Nicotinamide all class IIT phase III clinical trial—laryngeal cancer
irtuins inhibi Sirtinol SIRT 1 and 2 Preclinical
sirtuins inhibitors Cambinol SIRT 1 and 2 Preclinical
EX-527 SIRT 1 and 2 cancer preclinical, phase I and II clinical trials—Huntington

disease, glaucoma

Romidepsin gehort zur Klasse 1 der HDAC-Inhibitoren (vergleiche Tabelle 3) [25, 31] und fiihrt
auerdem zur Hyperacetylierung der Histone 3 und 4 [28].

Romidepsin ist bereits zur Therapie von peripheren und kutanen T-Zell-Lymphomen zugelassen
[32, 33] und wird fiir weitere Tumorentititen, wie Brust-, Kolon- und Gallenblasenkarzinome,
experimentell und klinisch erprobt [34-36]. Vorstudien konnten auBerdem zeigen, dass KZT,
sowohl in vitro als auch in vivo, sensitiv auf Romidepsin reagierten [28]. Hierbei wurde nach
Romidepsin-Behandlung ausschlieBlich in den Tumorzellen ein Zellzyklusarrest in der G2/M-
Phase sowie der Ubergang in die Apoptose induziert [28, 37]. Dieser Effekt konnte in Fibro-

blasten und Sertoli-Zellen, die als Kontrollzellen dienten, nicht beobachtet werden [28].
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Durch die Romidepsin vermittelte Inhibierung der HDAC-Enzyme konnte in Vorarbeiten eine
Hypoacetylierung in der ARID1A4-Promoter-Region nachgewiesen werden [28]. ARID 1A gehort
zur ARID-Gen-Familie und stellt eine Untereinheit des SWI/SNF-Komplexes dar [38]. Der
Chromatin-remodellierende, ATP-abhingige SWI/SNF-Komplex ist zum einen an der
Regulierung der Genexpression und der Zelldifferenzierung beteiligt [38]. Dies geschieht tiber
die ATPase aktiven, katalysierenden Untereinheiten BRG1 (SMARCA4) oder BRM (SMARCA?2)
[39]. Zum anderen ist er an der DNA-Reparatur beteiligt [38]. Seine Untereinheiten fungieren
aulerdem als Tumorsuppressorgene [38] und weisen in etwa 20 % aller Tumore eine Mutation
auf [39]. Somit wurde der Verlust einzelner Untereinheiten des SWI/SNF-Komplexes bei
zahlreichen Tumorentstehungsprozessen beobachtet [38]. So konnte beispielsweise in 30 bis
40 % der Lungenkarzinome der Verlust der Untereinheiten BRG1 (SMARCA4) und BRM
(SMARCA2) nachgewiesen werden [38]. Die Untereinheit BAF250A (ARIDI1A) zeigte sich
wiederum in 10 % der Brustkarzinome und in 30 % der renalen Tumore im Vergleich zu

normalem Gewebe vermindert [40].

Vorstudien zeigten, dass es durch die Herunterregulierung von ARID 1A (durch Romidepsin) zur
Hochregulierung der Stress- und Apoptosefaktoren GADD45B, DUSPI1 und CDKN1A4 kam [28].
Somit konnte ARIDIA als Schliisselenzym der Romidepsin-Wirkkaskade identifiziert werden
(vergleiche Abb. 4).

Romidepsin

1

HDACI1

|

—_— -

L

ARIDIA

. v
Pluripotenz- I_ SWI/SNF

faktoren
v v v
GADD45B FOS DUSP1
i i i
I 1 1
I 1 1
+ + +

Stress / G2-/M-Arrest / Apoptose

Abb. 4: Wirkkaskade von Romidepsin mit ARID1A als Schliisselfaktor. ARID1A bewirkt die Induktion von
Stressfaktoren, Apoptose und Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase. HDAC1 (Histondeacetylase 1). Modifiziert nach
Nettersheim et al. [28]
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Weitere Vorarbeiten wiesen nach, dass die alleinige siRNA-vermittelte Herunterregulierung von
ARIDIA zu dhnlichen pharmakologischen Effekten wie Romidepsin fiihrte [28]: niedrige
ARIDI1A-Level bewirkten eine Hochregulierung zahlreicher Stressfaktoren, sowie Zellzyklus-
und Apoptose-Regulatoren, wie beispielsweise GADD45B, DUSPI und FOS. Im Gegensatz
hierzu wurde gleichzeitig eine Herunterregulierung von Pluripotenzfaktoren wie NANOG,
OCT3/4, LIN28 und GDF3 beobachtet [28]. Dies fiihrte zur Annahme, dass ARIDIA

Pluripotenz-férdernde Eigenschaften aufweist.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass es durch die Herunterregulierung von ARID1A4 zur
Apoptose und einem Zellzyklusarrest in Tumorzellen kommt [28]. Somit ldsst sich annehmen,
dass eine pharmakologische Inhibition von ARIDIA ebenfalls zum Zelltod in KZT fiihren

konnte.

ARIDIA selbst wird in zahlreichen Tumorentititen exprimiert, neben KZT, auch bei akuter
myeloischer Leukimie, Osophagus-Karzinomen, Ovarial-Karzinomen und zahlreichen anderen

(vergleiche Abb. 5) [41].
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Abb. 5: ARID1A-Expression in 37 Tumorentititen. Firebrowse-Analyse aus Daten des The Cancer Genome Atlas
(TCGA). Aus Kurz et al. [41]

Das ARIDIA-Gen liegt in neun Isoformen vor. Vier davon werden sowohl in KZT, als auch im
Hodengewebe exprimiert. Die Isoform EST000000324856.11 kodiert als einzige in voller Lidnge
das ARID1A Protein [41].

Mittels Xena-Browser-Analysen konnten sowohl die Genexpression als auch der DNA-
Methylierungsstatus von ARIDIA dargestellt werden (vergleiche Abb. 6F und 6G) [41]. Dafiir
wurden die KZT zunéchst in ihre Subtypen anhand der Genexpression unterteilt. SOX17-
positive KZT konnten den SE zugeordnet werden (vergleiche Abb. 6B), wihrend die SOX2-
postiven den NS zugeteilt werden konnten (vergleiche Abb. 6C). Mittels AFP konnten
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Dottersacktumoren identifiziert werden (vergleiche Abb. 6D). Dagegen konnten mittels der /-
HCG-Expression Chorionkarzinome und SE mit Trophoblastendifferenzierung ermittelt werden

(vergleiche Abb. 6E).

Im néchsten Schritt konnte die Genexpression von ARIDI1A in den KZT dargestellt werden
(vergleiche Abb. 6F). Hierbei zeigte sich, dass ARIDIA in allen Subtypen der KZT exprimiert

wird und somit keiner einzelnen Unterform zugeordnet werden kann.

Daran ankniipfend wurde der DNA-Methylierungsstatus von ARIDIA dargestellt (vergleiche
Abb. 6G). Hierdurch konnte gezeigt werden, dass sowohl in der Promoter-Region als auch am

3‘-Ende die DNA-Methylierungslevel von ARID1A erhoht waren (vergleiche Abb. 6G) [41].
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Abb. 6: Analyse der ARID1A-Expression stratifiziert nach den KZT-Subtypen. Die ARIDA4-Expression (Spalte
F) stratifiziert nach SE (SOX17 positiv, Spalte B), EC (SOX2 positiv, Spalte C), Dottersacktumore (AFP positiv,
Spalte D) und Chorionkarzinome, sowie SE mit Trophoblastendifferenzierung (BCG positiv, Spalte E) basierend auf
der KZT-Kohorte aus The Cancer Genome Atlas (TCGA). Spalte G verdeutlicht den DNA-Methylierungsstatus von
ARIDIA. Seminom SE), Embryonalkarzinom (EC), alpha-Fetoprotein (AFP), humanes Choriongonadotropin (3-
HCG). Aus Kurz et al. verdffentlicht [41]
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1.4 Zielsetzungen der Arbeit
Der Keimzelltumor als hiufigste maligne Erkrankung des jungen Mannes wird mittels einer
operativen Entfernung, Cisplatin-basierten Chemotherapie sowie strahlentherapeutischen

MafBnahmen behandelt [6].

Trotz vielfiltiger Therapieoptionen erleiden etwa 30 % der Patienten ein Rezidiv oder ent-
wickeln einen Tumorprogress. Etwa 10 % der metastasierten Patienten zeigen nach Erstlinien-
therapie zudem eine Resistenz gegen Cisplatin, sodass die Lebenserwartung und die Prognose
dieser Patienten erheblich sinkt [42]. Aus diesem Grund ist die Erforschung neuer

Therapieoptionen erforderlich.

HDAC-Inhibitoren wie Romidepsin greifen in die epigenetische Tumorprozesse ein und
konnten sich bereits bei anderen Tumorentitdten als Erstlinientherapie beweisen [33].
Vorstudien zeigten auch in KZT eine Induktion von Apoptose und Zellzyklusarrest [28]. Hierbei
konnte ARIDIA, eine Untereinheit des Chromatin-remodellierenden SWI/SNF Komplexes, als
Schliisselenzym identifiziert werden [28]. Eine spezifischer siRNA-vermittelte Herunter-
regulierung von ARID 1A bestitigte diese Schliisselrolle [28] und gibt Anlass zur Annahme, dass
eine ARIDI1A4-Defizienz oder eine spezifische pharmakologische Inhibition von ARIDIA
ebenfalls zum Zelltod in KZT-Zellen fiihren konnte.

Ziel dieser Arbeit war die weitere molekularbiologische Aufschliisselung der ARI/D1A4-Funktion
als Regulator fiir Stress- und Apoptosefaktoren, sowie als Induktor fiir die Pluripotenz. Hierfiir
sollten ARIDI1A-defiziente KZT-Zelllinien mittels CRISPR/Cas9-Geneditierung hergestellt
werden. Im néchsten Schritt sollten ARIDIA-defiziente KZT mit ihren parentalen Zellen
hinsichtlich ihrer Morphologie, ihres Wachstumsverhaltens und ihres Zellzyklus miteinander
verglichen werden, um festzustellen welche Rolle ARIDIA in den KZT-Zellen erfiillt. Des
Weiteren sollten die ARIDIA-defizienten KZT sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene
untersucht werden, um die Auswirkungen der Geneditierung zu analysieren und somit auf die

Funktion von ARID1A zu schlieffen.

Dariiber hinaus soll das therapeutische Potenzial einer pharmakologischen ARID[A-Inhibierung
in KZT erforscht werden. Zunéchst sollten hierfiir die ARID1A-defizienten KZT-Sublinien, als
auch ihre parentalen Zellen mit dem HDAC-Inhibitor Romidepsin behandelt und die
Zellviabilitdt mittels XTT-Analysen ermittelt werden. Im néchsten Schritt sollte die ARID1A4-
Defizienz pharmakologisch mit einem SWI/SNF-Komplex-Inhibitor nachgeahmt werden.
Hierbei stand die Fragestellung im Vordergrund, ob die Herunterregulierung von ARIDIA in

Kombination mit Romidepsin eine moglich Behandlungsoption fiir KZT darstellen konnte.
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2 Material und Methoden
2.1 Ethikvotum

Die Studiennummer des Ethikvotums lautet 2019-412.

Die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf stellte bei der Uberpriifung
des Ethikvotums keine ethischen oder rechtlichen Bedenken gegen die Verwendung der

Zelllinien dieser Arbeit fiir in-vitro-Versuche fest.

2.2 Material

2.2.1 Humane Keimzelltumorzelllinien
Tabelle 4 zeigt eine Ubersicht der verwendeten humanen KZT-Zelllinien mit Ursprung des

Gewebes sowie dem Patientengeschlecht, aus dem die jeweilige Zelllinie gewonnen wurde.

Tabelle 4: Ubersicht der humanen KZT-Zelllinien

Zelllinie Ursprung Geschlecht Erhalten von

TCam-2; TCam-2 ARIDIAY Seminom méinnlich Dr. Janet Shipley,
Institute of Cancer Research,
Sutton, England

NCCIT Embryonalkarzinom méinnlich Dr. Christoph Oing,
I1. Medizinische Klinik, UKE,
Hamburg-Eppendorf

2102EP Embryonalkarzinom ménnlich Dr. Christoph Oing,
II. Medizinische Klinik, UKE,
Hamburg-Eppendorf

2.2.2 Zellkulturmedien und Supplemente

Zur Kultivierung der KZT-Zelllinien wurden unterschiedliche Zellmedien und Supplemente
verwendet. Zundchst wurde zu jedem Medium Fetales Kilberserum (FCS) hinzugefiigt, da es
sowohl Wachstumsfaktoren als auch Proteine, die fiir die Zellkultivierung essenziell sind,
enthélt. Des Weiteren wurden zur Vermeidung von Kontaminationen zu jedem Medium 50 U/ml
Penicillin / Streptomycin (P/S) supplementiert. Dariiber hinaus bendtigen einige Zelllinien
nicht-essentielle Aminoséuren oder L-Glutamin, da sie diese selbst nicht synthetisieren konnen.
In Tabelle 5 wird eine Ubersicht iiber die Medien und Supplemente, die jede verwendete

Zelllinie benoétigt, aufgefiihrt.

Tabelle 5: Ubersicht der fiir die Zelllinien benétigten Medien und Supplemente

Zelllinie Medium Supplemente
TCam-2 RPMI Medium 1640 (1X) 10 % FCS
NCCIT 50 U/ml P/S
2102EP DMEM (1X) + GlutaMAX™-] 200 nM L-Glutamin
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2.2.3 Materialien der Zellkultur
In Tabelle 6 wird eine Ubersicht der einzelnen Komponenten, die fiir die Standard-Kultivierung
von KZT-Zelllinien in der Zellkultur bendtigt wurden, mit Angaben zum Hersteller und dessen

Hauptsitz aufgefiihrt.

Tabelle 6: Ubersicht der Materialien fiir die Kultivierung von Zellen

Material Hersteller Hauptsitz

6-Well Kulturplatte Greiner Bio-One Frickenhausen, Deutschland
96-Well Kulturplatte Greiner Bio-One Frickenhausen, Deutschland
Automatischer Zellzihler BioRad Feldkirchen, Deutschland
TC20TM

CO:-Inkubator HeraCell 1501 | Thermo Fisher Scientific Schwerte, Deutschland
DMEM Medium Gibco Schwerte, Deutschland
(D)PBS (Dulbecco‘s Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland
Phosphate Buffered Saline)

Dimethyl sulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland
FCS Biochrom/ MERCK Darmstadt, Deutschland
Glas-Pasteur-Pipetten Brand Wertheim, Deutschland
Kiihlzentrifuge Allegra 2IR Beckmann Coulter Krefeld, Deutschland
Centrifuge

L-Glutamin Gibco Schwerte, Deutschland
Mikroskope Ts2, TE2000-S Nikon Diisseldorf, Deutschland
Nicht-essenzielle Gibco, Thermo Fisher Schwerte, Deutschland
Aminosduren Scientific

NIS Elements Software Nikon Diisseldorf, Deutschland
(Mikroskop)

Penicillin / Streptolysin (P/S) | Gibco Schwerte, Deutschland
Pipetten 0,5 pl/ 20 pl/ 100 pl/ | Eppendorf Hamburg, Deutschland
1000 pl

Pipettenspitzen 10 /100 Nerbe plus Winsen, Deutschland
Reaktionsgefifie 0,5 ml/ Eppendorf Hamburg, Deutschland

2,0 ml

Rohrchen 15 ml/ 50 ml Greiner Bio-One Frickenhausen, Deutschland
RPMI Medium Gibco Schwerte, Deutschland
Sterile Pipetten 5 ml/ 10 mV/ Sarstedt Niimbrecht, Deutschland

25 ml

T-75 Zellkultur-Flaschen Greiner Bio-One Frickenhausen, Deutschland
Trypanblau 0,4 % Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland
Trypsin-EDTA 0,05 % Gibco Schwarte, Deutschland
Vortex Mixer Scientific Industries Bohemia, NC, USA
Zihlkammern BioRad Feldkirchen, Deutschland
Zentrifuge 5810 Eppendorf Hamburg, Deutschland
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2.2.4 CRISPR/Cas9-Transfektion
In Tabelle 7 werden die Materialien zur CRISPR/Cas9-Transfektion, die zur Herstellung
ARID]A-defizienter Zellen aus den KZT-Zelllinien TCam-2, 2102EP und NCCIT benétigt

wurden, aufgelistet.

Tabelle 7: Ubersicht der Materialien fiir die CRISPR/Cas9-Transfektion

Material

Hersteller

Hauptsitz

ARID1IA CRISPR/Cas9 KO
Plasmid (sc-400469)

Santa Cruz Biotechnology

Heidelberg, Deutschland

FuGeneHD

Promega

Walldorf, Deutschland

2.2.5 Nicoletti-Assay zur Zellzyklusanalyse

Zur Herstellung des Nicoletti-Puffers wurden 0,1 % Triton X-100 und 0,1 % Natriumzitrat in

PBS gelost. In Tabelle 8 wird eine Ubersicht der Materialien, die zur Durchfiihrung des

Nicoletti-Assays zur Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie benétigt werden,

aufgefiihrt.

Tabelle 8: Ubersicht der Materialien fiir den Nicoletti-Assay

MACSQuant Analyzer 10,
Version 2.13.0

Durchflusszytometer

Material Hersteller Hauptsitz
6-Well-Platten Sarstedt Niimbrecht, Deutschland
MACSQuant®und Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach,

Deutschland

MACSQuantify Software

Miltenyi Biotec

Bergisch Gladbach,

Version 2.11 zur Deutschland
Datenauswertung

Natriumezitrat MERCK Darmstadt, Deutschland
PBS Sigma- Aldrich Taufkirchen, Deutschland

PI (2 mg/ml geldst in PBS,

Sigma- Aldrich

Tautkirchen, Deutschland

Phenolrot

gelagert bei 4°C)

Polystyrol-Réhrchen VWR Chemicals Radnor, PA, USA

Triton X-100 Sigma- Aldrich Taufkirchen, Deutschland
Trypsin-EDTA 0,05 % Gibco Schwarte, Deutschland

Vortex Mixer

Scientific Industries

Bohemia, NC, USA
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2.2.6 DNA-Isolation

Fiir die Herstellung von 100 ml DNA-Lysis Puffer werden 5 M NaCl (2 ml), 1 M TrisHCI (pH 8;
1 ml), 0,5 M EDTA (pH 8; 5 ml) und 10 % SDS (5 ml) in 87 ml Millipore-Wasser gelost. In

Tabelle 9 werden die fiir die Isolierung genomischer DNA bendtigten Materialien, inklusive

Hersteller und deren Hauptsitz aufgefiihrt.

Tabelle 9: Ubersicht der Materialien zur DNA-Isolation

Materialien Hersteller Hauptsitz
Aqua (DNAse-frei) (W4502-11L) Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland
EDTA (Ethylendiamintetraacctat) | MERCK Darmstadt, Deutschland

Ethanol absolut

VWR Chemicals

Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid

VWR Chemicals

Darmstadt, Deutschland

Proteinase K

Sigma-Aldrich

Tautkirchen, Deutschland

Roti-Phenol

Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland

SDS ultra-pure (Dodecylsulfat)

Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland

Tris (Trisaminomethan)

VWR Chemicals

Darmstadt, Deutschland

2.2.7 PCR und cDNA-Synthese
In Tabelle 10 wird eine Ubersicht der fiir die PCR und cDNA-Synthese verwendeten Materialien

inklusive Angaben zum Hersteller und dessen Hauptsitz aufgefiihrt.

Tabelle 10: Ubersicht der Materialien und Geriite fiir die PCR und cDNA-Synthese

Material

Hersteller

Hauptsitz

dNTP-Mix (10 mM)

Thermo Scientific

Schwerte, Deutschland

Oligo(dT)18 Primer

Thermo Scientific

Schwerte, Deutschland

RT Buffer (5x)

Thermo Scientific

Schwerte, Deutschland

Maxima H Minus Reverse

Transcriptase

Thermo Scientific

Schwerte, Deutschland

RiboLock RNase Inhibitor

Thermo Scientific

Schwerte, Deutschland

10x Buffer

Thermo Scientific

Schwerte, Deutschland

Tag Polymerase Thermo Scientific Schwerte, Deutschland
Geriite
S100 cycler BioRad Feldkirchen, Deutschland

NanoDrop 2000

Thermo Scientific

Schwerte, Deutschland
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2.2.8 RNA-Isolation und Proteinextraktion

Zur Herstellung des RIPA-Puffers wurden 110 nM Natriumchlorid, 1 % Triton X-100, 0,5 %
Sodium Deoxycholat (DOC), 0,1 % SDS, 50 mM Trisaminomethan (Tris) verwendet und ein
pH-Wert von 8 eingestellt. Fiir die Autbereitung der RNA wurde das RNeasy Mini Kit von

Qiagen verwendet. In Tabelle 11 wird eine Ubersicht der fiir den Versuch verwendeten Materi-

alien und Chemikalien inklusive Angaben zum Hersteller und dessen Hauptsitz aufgefiihrt.

Tabelle 11: Ubersicht der Materialien und Chemikalien zur RNA-Isolation und Proteinextraktion

Material

Hersteller

Hauptsitz

-Mercaptoethanol

Sigma- Aldrich

Taufkirchen, Deutschland

PBS

Sigma- Aldrich

Taufkirchen, Deutschland

Phosphatase-Inhibitor Sigma- Aldrich Taufkirchen, Deutschland
Protease-Inhibitor Sigma- Aldrich Taufkirchen, Deutschland
QIAzol® Lysis Reagent QIAGEN Hilden, Deutschland
Rohrchen 15 ml Greiner Bio-One Frickenhausen, Deutschland
RNeasy Mini Kit (Cat. No. QIAGEN Hilden, Deutschland
74106)

Trypsin-EDTA 0,05 % Gibco Schwerte, Deutschland
Phneolrot

Zellkultur Schale, PS, Greiner Bio-One Frickenhausen, Deutschland
100/20 mm

Zentrifuge 5810

Eppendorf

Hamburg, Deutschland

Chemikalien fiir RIPA-Puffer

Sodium Deoxycholat (DOC)

Sigma- Aldrich

Taufkrichen, Deutschland

Natriumchlorid

VWR Chemicals

Darmstadt, Deutschland

Dodecylsulfat (SDS ultra
pure)

CARL ROTH

Karslruhe, Deutschland

Trisaminomethan (Tris)

VWR Chemicals

Darmstadt, Deutschland

Triton X-100

Sigma- Aldrich

Taufkirchen, Deutschland
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2.2.9 Agarose-Gelelektrophorese

In Tabelle 12 wird eine Ubersicht der fiir die Agarose-Gelelektrophorese verwendeten Materi-

alien und Gerite inklusive Angaben zum Hersteller und dessen Hauptsitz aufgefiihrt.

Tabelle 12: Ubersicht der Materialien und Geriite fiir die Agarose-Gelelektrophorese

Material Hersteller Hauptsitz

Agarose (A9539-500G) Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland
Ethidiumbromid Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
GeneRuler 100bp DNA-Leiter | Thermo Scientific Schwerte, Deutschland
TAE Puffer 10 x Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
Geriite

Biometra P25/T Netzgerit Analytik Jena Jena, Deutschland

Gel iX 1l Manager Intas Gottingen, Deutschland

2.2.10 gqRT-PCR

In Tabelle 13 wird eine Ubersicht der fiir die Durchfiihrung einer qRT-PCR verwendeten Materi-

alien und Gerite inklusive Angaben zum Hersteller und dessen Hauptsitz aufgefiihrt.

Tabelle 13: Ubersicht der Materialien und Geriite fiir die qRT-PCR

Material Hersteller Hauptsitz
FrameStar 384 Well PCR 4titude Berlin, Deutschland
Platte

Luna Universal gPCR Master | New England Biolabs Frankfurt am Main,
Mix Deutschland
Geriite

CFX384 Touch Real-Time

PCR Detection System

BioRad

Feldkirchen, Deutschland
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2.2.11 Massenspektrometrie

In Tabelle 14 wird eine Ubersicht der fiir die Massenspektrometrie verwendeten Materialien und

Datenanalyse-Systeme inklusive Angaben zum Hersteller und dessen Hauptsitz aufgefiihrt.

Tabelle 14: Ubersicht der Materialien und Datenanalyse-Systeme fiir die Massenspektrometrie

Material

Hersteller

Hauptsitz

TissueLyser

Qiagen

Venlo, Niederlande

Kithlzentrifuge Allergra 2IR

Centrifuge

Beckman Coulter

Krefeld, Deutschland

Pierce 660 nm Protein Assay

Thermo Fischer Scientific

Schwerte, Deutschland

QExactive plus

Massenspektrometer

Thermo Fischer Scientific

Schwerte, Deutschland

Ultimamte 3000 Rapid
Separation

Fliissigkeitschromatographie

Dionex/ Thermo Fischer

Scientific

Schwerte, Deutschland

Datenanalyse

Proteome Discoverer Version

2.3.0.532

Thermo Fisher Scientific

Schwerte, Deutschland

Mascot Version 2.4

Matrix Science

London, UK

Progenesis QI for Proteomics

Version 2.0

Nonlinear Dynamics, Waters

Corporation

Newecastle upon Tyne, UK

25




2212 XTT

In Tabelle 15 folgt eine Ubersicht iiber die Materialien, inklusive Angaben zum Hersteller und

dessen Hauptsitz, die fiir die Durchfilhrung von XTT-Analysen benétigt wurden. Die

photospektrometrischen Messungen der XTT-behandelten Platten erfolgen mit der Software

Microplate Manager 6 (BioRad, Feldkirchen).

Tabelle 15: Ubersicht der Materialien fiir XTT-Analysen

Material

Hersteller

Hauptsitz

96-Well-Platte

Greiner Bio-One

Frickenhausen, Deutschland

Costar® Reagenzreservoir Corning Krailling, Deutschland
50 ml

ELISA Platten-Lesegerét BMG Labtech Ortenberg, Deutschland
,LFLUOstarOptima*

iMark™ Microplate Reader BioRad Feldkirchen, Deutschland
Multikanalpipette Eppendorf Hamburg, Deutschland
Multipette® stream Eppendorf Hamburg, Deutschland

Phenazinemethosulfat (PMS)
(1,25 mM in PBS gelost)

Greiner Bio-One

Frickenhausen, Deutschland

XTT-Natriumsalz

BIOFROXX

Einhausen, Deutschland

2.2.13 Oligonukleotide

In Tabelle 16 wird eine Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide

aufgefiihrt.

Tabelle 16: Ubersicht der Oligonukleotide
Zielgen Forward Primer Reverse Primer
ARIDIA 1 TCTTGCCCATCTGATCCATT CCAACAAAGGAGCCACCAC
ARIDIA 2 CGCAGCAAGGACATGGGTA ATGGAGTCTGGCCCTGTTGA
ARIDIA 3 TCTCAGCAGTCCCAGCAAAC AGGCAAGCTGGAGGGTCTT
ARIDIB CAAGGGGATCAGAGCAACCC CTACCTGGGATACTTGCAGGA
ATF3 A AGAACGAGAAGCAGCATTTGAT TTCTGAGCCCGGACAATACAC
DUSPI GTACATCAAGTCCATCTGAC GGTTCTTCTAGGAGTAGACA
FOS GAGAGCTGGTAGTTAGTAGCATGTTGA | AATTCCAATAATGAACCCAATAGATTAGTTA
GADDA45B GTCGGCCAAGTTGATGAAT CACGATGTTGATGTCGTTGT
GAPDH TGCCAAATATGATGACATCAAGAA GGAGTGGGTGTCGCTGTTG
ID2 TCAGCCTGCATCACCAGAGA CTGCAAGGACAGGATGCTGATA
P21 (CDKNIA) | CCTCATCCCGTGTTCTCCTTT GTACCACCCAGCGGACAAGT
P53 TTGCAATAGGTGTGCGTCAGA AGTGCAGGCCAACTTGTTCAG
SMARCA4 CAGCATGCCAAGGATTTCAAG CGATCCGCTCGTTCTCTTTC
SMARCB1 AACGTCAGCGGGTTCAAAT GCCTTCACCTGGAACATGAA
ZMYNDI1 TTGTTAAACGTGCCATGACC GCATGTGTGGAGACAGAGGA
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2.2.14 Pharmakologische Inhibitoren

In Tabelle 17 wird eine Ubersicht der verwendeten pharmakologischen Inhibitoren, inklusive

Angaben zum Hersteller und dessen Hauptsitz, aufgefiihrt.

Tabelle 17: Ubersicht der pharmakologischen Inhibitoren

Zielgen Inhibitor Hersteller Losungsmittel
ARIDIA Compound 63 Prof. E. Dykhuizen DMSO
ARIDIA ACBII Prof. E. Dykhuizen DMSO
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2.3 Methoden
2.3.1 Kultivierung der Zellen

Die humanen KZT-Zelllinien wurden unter den in Tabelle 5 dargestellten Bedingungen in T-75-

Flaschen bei 37 °C und einem 5 %igem CO,-Gehalt kultiviert.

Das Passagieren der jeweiligen Zelllinien erfolgte abhéngig von ihrer Wachstums-
geschwindigkeit alle zwei bis vier Tage bei einer Konfluenz von 70 bis 90 %. Zunéchst wurde
das Zellmedium der T-75-Flasche abgesaugt und die adhédrenten Zellen mit Hilfe von PBS
gewaschen. Zur Losung der Zelladhdrenz wurde, nach Absaugen des PBS, 1 ml 0.05 % Trypsin-
EDTA hinzugegeben und die T-75-Flasche fiir 3 bis 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Um die
enzymatische Reaktion des Trypsins abzustoppen, wurde FCS-haltiges Medium hinzugefiigt.
Anschlieflend wurde eine neue T-75-Flasche mit 15 ml Zellmedium vorbereitet. Je nachdem,
wie schnell die entsprechende Zelllinie wuchs, wurde ein Teil der Zellsuspension in die neue

Flasche tiberfiihrt.

2.3.2 Bestimmung der Wachstumskurve

Die Zellzdhlung zur Bestimmung einer Wachstumskurve wurde alle 24 Stunden durchgefiihrt.
Hierfiir wurden die KZT-Zellen, wie in Kapitel 1.2.1 beschrieben, enzymatisch abgeldst und in
ein 15-ml-Rohrchen tberfiihrt. Zur Zellzéhlung wurde Trypanblau mit der Zellsuspension in
einem Verhéltnis von 1:1 in einem 0.5-ml-Tube vermengt und anschlieBend 10 pl in eine
Zahlkammer pipettiert. Die Zellzahl wurde mit Hilfe der Neubauer-Zéhlkammer oder einem

automatischen Zellzdhler (TC20TM, BioRad) bestimmt.

2.3.3 Transfektion von KZT-Zelllinien: TCam-2, 2102EP und NCCIT

Eine Transfektion von KZT-Zelllinien mittels CRISPR/Cas9 wird zum Gene-Editing
durchgefiihrt. Hierbei sollen bestimmte Genabschnitte, in diesem Fall ARIDI1A, modifiziert
werden, indem an der Zielstelle im Genom DNA-Doppelstrangbriiche erzeugt werden.
Hierdurch wird erreicht, dass am Zielort prazise Veranderungen vorgenommen werden kdnnen

[43].

Fiir die Transfektion wurden die KZT-Zelllinien TCam-2, 2102EP und NCCIT zuvor in einer
Konzentration von 1 x 10° Zellen pro 6-Well im Standard-Zellkulturmedium (Tabelle 5) auf
einer 6-Well-Platte ausgesit. Am Folgetag wurde ein Reaktionsgemisch, bestehend aus 90 pl
RPMI Medium ohne Zusitze, 10 ul ARID1A CRISPR/Cas-9-KO-Plasmid (0.1 pg/ul) und 5 pl
FuGene, in einem 1,5-ml-Reaktionsgefal fiir die Transfektion angesetzt und 20 Minuten auf
Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das Medium der KZT (TCam-2, 2102EP
und NCCIT) aus der 6-Well-Platte zu RPMI mit 10 % FCS und L-Glutamin (ohne P/S)
gewechselt. Nach der Inkubationszeit wurden 100 pl des Reaktionsgemisches auf die 6-Well-
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Platte langsam und vorsichtig in kreisenden Bewegungen pipettiert. Die 6-Well-Platte wurde im

Folgenden fiir 24 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Am darauffolgenden Tag wurde ein Mediumwechsel auf das Standard-Zellkulturmedium

vorgenomimen.

Sobald die Platten mit den transfizierten Keimzelltumorzellen dicht bewachsen waren, wurden
diese vereinzelt. Hierfiir musste zundchst die Zellzahl bestimmt werden, um danach die Tumor-
zellen mit ausreichend Medium auf 1 Zelle/ 96-Well in 100 pl zu verdiinnen und mit einer

Multikanalpipette auf 96-Well-Platten auszuséden.

2.3.4 Nicoletti-Assay (Durchflusszytometrie)

Der Nicoletti-Assay diente zur Analyse der Zellzyklusphasen. Dafiir wurden die Zellen mit dem
Nicoletti-Puffer fixiert und permeabilisiert. Durch die Zugabe des fluoreszierenden Farbstoftes
Propidiumiodid (PI), der als Nukleinséure-Interkalator fungiert, kann man die verschiedenen
Zellzyklusphasen zuordnen. Hierbei gilt, dass die ausgehende Fluoreszenzstédrke sich direkt

proportional zur DNA-Menge der Zelle verhilt.

Nach Herstellung des Nicoletti Puffers (gemal3 Tabelle 8), erfolgte die Hinzugabe von 50 pg/ml

des interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes PI.

Ziel der Durchflusszytometrie war der Vergleich der Zellzyklen zwischen der ARIDIA-
defizienten KZT-Zelllinie und der parentalen Zelllinie. Hierfiir wurden zunéchst beide Zelllinien
mit 5 x 10 Zellen pro Well in 2 ml Medium auf einer 6-Well-Platte ausgesit und 48 Stunden
spiter geerntet. Zunichst wurde aus dem jeweiligen Well der Uberstand in ein Polystyrol-
Rohrchen iiberfiihrt. Danach wurden die Wells mit je 1 ml PBS gewaschen und ebenfalls in die
Roéhrchen iiberfiihrt. Die in den Wells verbliebenen adhdrenten Zellen wurden in 0,5 ml Trypsin-
EDTA-0,05 % fiir 3 bis 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Das Abldsen der adhdrenten Zellen wurde
anschlieBend mit 1 ml Standard-Zellkultur-Medium gestoppt und der Uberstand in die
jeweiligen Polystyrol-Rohrchen iiberfiihrt. Diese wurden dann fiir 5 Minuten bei 1000 rpm
zentrifugiert. Im niichsten Schritt wurde der Uberstand aus den Rohrchen verworfen und der
Nicoletti-Puffer durch Zugabe von 50 pg/ml PI komplettiert. In jedem Réhrchen wurden nun
die Zellpellets in 0,5 ml Nicoletti-Puffer resuspensiert und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
in Dunkelheit zur Inkubation gelassen. Anschlieend wurden die R6hrchen zur Messung auf Eis
gelagert und vor jeder Analyse kurz gevortext. Die Messung erfolgte mit dem MACSQuant
Analyzer 10 und deren Auswertung mit der MACSQuantify Software Version X.

2.3.5 Isolation genomischer DNA
Zur Isolation genomischer DNA wurden Zell-Pellets in 300 pl DNA-Lysis-Puffer, 40 pl 10%-
SDS und 12,5 pl Proteinase-K lysiert. Nachdem die Proben fiir 30 Minuten bei 45 °C und
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1000 rpm im Heizblock geschiittelt wurden, erfolgte die Hinzugabe von 350 ul Rotiphenol.
Anschlielend wurden diese 10 Minuten per Hand invertiert und fiir 10 Minuten bei 4 °C und
10000 rpm zentrifugiert, sodass sich zwei Phasen bildeten: die obere RNA-haltige Phase und
die untere organische Phase, die Proteine beinhaltet. Im néchsten Schritt wurde die obere Phase
in ein neues ReagenzgefaBl iiberfiihrt. Zum Gesamtvolumen der oberen Phase wurde die
dreifache Menge an 100%igem Ethanol und ein Zehntel des Volumens an Natriumacetat (3 M;
5,2 pH) dazugegeben, um die Nukleinsduren zu féllen. AnschlieBend wurden die Proben fiir
5 Minuten bei Raumtemperatur und 10000 rpm zentrifugiert. Im néchsten Schritt wurde der
Uberstand abgenommen, 1000 ul vom 70%igen Ethanol hinzugefiigt und die Proben erneut fiir
5 Minuten bei Raumtemperatur und 10000 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt wurde ein weiteres
Mal wiederholt. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die Proben bei offenem Deckel und
45 °C fiir 5 Minuten zum Trocknen gelassen, um zu gewéhrleisten, dass kein Ethanol in den
Proben verblieb. AnschlieBend wurde die DNA in 35 ul DNAse-freiem Wasser geldst, sodass

die Proben bei 4 °C gelagert werden konnten.

2.3.6 PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der Vervielfiltigung von DNA und wird mit Hilfe
der DNA-Polymerase durchgefiihrt. Dabei kann iiber Oligonukleotide (Primer) ein genau
definierter Teil der DNA gezielt amplifiziert werden.

Hierfiir wurde die DNA-Konzentration mit Hilfe eines NanoDrops spektralphotometrisch
bestimmt. Hierbei wird die UV-Absorption der Nukleinsduren bei den Wellenldngen 260 nm
(= A260) und 280 nm (= A280) gemessen. Dadurch lésst sich die Nukleinsdurenkonzentration

sowie die Reinheit der Probe feststellen.

Fiir die Durchfiihrung der PCR wurde die DNA zunéchst auf 100 ng/ 25 pl in DNAse-freien

Wasser verdiinnt.

Danach wurde im jeweilig benotigtem Ansatz ein Master Mix, bestehend aus 14,8 ul H,O, 2,5 pl
10 x Buffer, 0,5 ul dNTP, 1 ul Primer-forward, 1 ul Primer-reverse und 0,2 ul Hot-Star-Tag-
Polymerase vorbereitet und gevortext. AnschlieBend wurden die PCR-Reaktionsgefdfle mit
20 pl des Mastermixes und 5 pl der verdiinnten DNA-Losung befiillt. Die PCR wurde unter den
folgenden Bedingungen durchgefiihrt: eine initiale Denaturierung bei 95 °C fiir 15 Minuten,
40 Amplifikationszyklen mit 30 Sekunden Denaturierung bei 95 °C, 3 Minuten Primer-
Anlagerung bei 62 °C und 30 Sekunden Extension bei 72 °C sowie eine abschlieBende
Extension bei 72 °C fiir 5 Minuten.
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2.3.7 RNA- und Proteinextraktion

Fiir die RNA-Extraktion aus den KZT-Zellen wurden die Zellsuspensionen bei 700 rpm fiir
5 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen, die Zellen mit 1 ml
PBS gewaschen und erneut bei den oben genannten Bedingungen zentrifugiert. Im Anschluss
erfolgte die Aufbereitung der RNA mit dem RNeasy-Mini-Kit nach dem Protokoll des
Herstellers, wahrend das Zellpellet in 75 pl RIPA-Puffer (mit Phosphatase und Protease
Inhibitor) vermengt wurde. Anschliefend wurden die Protein-Lysate fiir 20 Minuten auf Eis
inkubiert und danach fiir 15 Minuten mit 12000 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand, der

die Proteine enthielt, wurde in ein neues Reagenzgefal} iiberfiihrt und bei -20 °C gelagert.

2.3.8 Gelelektrophorese

Die Durchfiihrung einer Agarose-Gelelektrophorese diente der Auftrennung von DNA in DNA-
Fragmente nach ihrer jeweiligen GroBe. Hierfiir wurden die Nukleinsduren mit Hilfe eines
elektrischen Feldes aufgetrennt. Zum Nachweis des CRISPR/Cas-9-Defizienz von ARIDIA in
den KZT-Zelllinien TCam-2, 2102EP und NNCIT wurde eine genomische PCR durchgefiihrt,
die zeigen sollte, ob die jeweilige Probe eines transfizierten KZT-Klons dem parenteralen KZT

oder einem homo- bzw. heterozygoten Klon entsprach.

Nach Bereitstellung der Laufkammer, wurde ein 2%-Gel (2 g Agarose in 100 ml 1 x Tris-
Acetat-EDTA-Puffer) vorbereitet. Hierfiir wurde die Losung fiir 4 Minuten in der Mikrowelle
erhitzt, sodass die Agarose sich im Puffer gut 16sen konnte. Danach wurde die Losung in die
Laufkammer eingegossen, der Kamm eingesetzt und das Gel fiir 30 Minuten zum Aushirten bei
Raumtemperatur gelassen. Im Folgenden wurde der Kamm, der die Geltaschen bildete, entfernt

und die Kammer mit 1 x TAE-Puffer aufgefiillt.

Die erste Geltasche wurde mit 5 pl einer DNA-Leiter (100 bps) befiillt. Im néchsten Schritt
wurden zu 10 pl des PCR-Produkts 2 pl des 6 x Ladepuffers hinzugegeben und in die vorbe-

reiteten Geltaschen tiberfiihrt.

Danach wurde das Gel fiir etwa 45 Minuten einer Spannung von 120 V ausgesetzt. Um die
DNA-Fragmente sichtbar zu machen, wurde das Gel anschlieBend fiir 10 Minuten in eine
Losung iiberfiihrt, die den interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid enthielt. Zum Schluss
wurde das Gel in eine Fotokammer mit UV-Licht gelegt, sodass die aufgetrennten Banden

sichtbar wurden.

2.3.9 cDNA-Synthese und qRT-PCR
Die quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR) diente der Vervielfaltigung und Quantifizierung von

DNA. Hierbei wurden interkalierende fluoreszierende Farbstoffe, wie SYBR Green, verwendet.

Diese markierten die PCR-Produkte, sodass deren Anreicherung mit einer erhdhten Fluoreszenz
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einhergingen, die quantifiziert werden konnten. Somit diente die Methode ebenfalls zur

Genexpressionsanalyse.

Zur Durchfithrung der gRT-PCR muss zunédchst cDNA mittels des Enzyms reverse Transkriptase
aus RNA hergestellt werden.

Im ersten Schritt der cDNA-Synthese wurde der RNA-Gehalt, sowie die Qualitit jeder Probe
mit einem Photospektrometer (NanoDrop 2000/2000c Software) anhand des A260/280-
Verhéltnisses gemessen. Nach Berechnung der Nukleinsduren-Konzentration und -Verteilung
auf PCR-Reagenzgefille wurde fiir jeden cDNA-Ansatz 7,5 pl eines Mastermixes vorbereitet.
Dieser bestand aus 1 pl ANTP-Mix (10 mM), 1 pl Oligo-(dT)is-Primer (0,5 pg/pl), 4 ul RT-
Buffer (5 x), 1 pl Maxima-H-Minus-Reverse-Transcriptase (200 U/l) und 0,5 pl RiboLock-
RNase-Inhibitor (40 U/pl). AnschlieBend wurden, nach Zugabe von 12,5 pul der RNA, die
Proben im S1000-Thermal-Cycler (BioRad) inkubiert, das folgende Schritte umfasste:
30 miniitige Inkubation bei 50 °C, 5 miniitige Inkubation bei 85 °C und anschlieBender Verbleib

bei 4 °C bis zur weiteren Verarbeitung.

Im nédchsten Schritt wurden fiir die qRT-PCR zwei Mastermixe pro Triplikat angesetzt.
Mastermix 1 (MM1) wurde fiir jede Zelllinie hergestellt und bestand aus 0,5 pl cDNA (1000 ng
/ 20 pl) und 8 pl H,O. Hierbei wurde das MM1-Volumen mit der Genanzahl multipliziert.
Mastermix 2 (MM2) wurde fiir jedes Gen hergestellt, bestehend aus 7,5 pl Luna-qPCR-
Mastermix, 0,5 pl des jeweiligen Primers-forward und 0,5 pl des jeweiligen Primers-reverse.
Hierbei wurde das MM2-Volumen mit der Anzahl der Zelllinien multipliziert. Im néchsten
Schritt wurden 8,5 ul des MMI1 und 8,5 ul des MM2 in PCR-Reagenzgefilie pipettiert.
AnschlieBend wurden 5 ul pro Well nach einem vorbereiteten Pipettierschema auf eine 384-
Well-Platte in Triplikaten tiberfiihrt. Dieser Vorgang wurde auf Eis ausgefiihrt. Im néchsten
Schritt wurde die fertig pipettierte 384-Well-Platte abgeklebt, fiir 2 Minuten bei 1000 rpm
zentrifugiert und im CFX384-Touch-Thermal-Cycler (BioRad, Feldkirchen) die Messung nach
dem Protokoll entsprechend der Abbildung 7 durchgefiihrt.

95 °C 2 min
95 °C 10 sec
39x 60 °C 30 sec

Auslesen der Platte
95°C 30 sec
Schmelzkurve | 95 °C- 65°C in 0.5 °C Schritten | 5 sec

Abb. 7: Protokoll des CFX384-Touch-Thermal-Cyclers (BioRad, Feldkirchen) im Rahmen der quantitativen
Echtzeit-PCR
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Die relative Gen-Expression der Zelllinien wurde anschlieBend mit der Delta-Delta-CT-
Methode ausgewertet. Zur Auswertung und Schmelzkurvenanalyse wurde das Programm

BioRad CFX Manager (BioRad, Feldkirchen) verwendet.

2.3.10 Massenspektrometrie
Die Massenspektrometrie dient zur Bestimmung der Molekiilmasse und charakteristischer
Fragmentmuster. Anhand dieser Analyse konnen Peptide und hieriiber Proteine identifiziert

werden [44].

Hierfiir wurden zunichst 5 x 10° Zellen auf einer 10 cm-Platte ausgesét. Im nichsten Schritt
wurde das Medium auf Eis entfernt und die Zellen zweifach mit PBS gewaschen.
Anschlieenden wurden die Zellen mit einem Zellschaber von der Zellkulturplatte abgeldst und
in ein Reaktionsgefa} iiberfiihrt. Die weiteren Schritte der Massenspektrometrie wurden im
Biologisch-Medizinischem Forschungszentrum Diisseldorf durchgefiihrt. Im Anschluss an
einen weiteren Waschschritt mit PBS wurden die Zellen in Urea-Puffer mit dem TissueLyser
(Qiagen, Venlo) lysiert und homogenisiert. Danach wurden die Zellen bei 14000 rpm fiir
15 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Aus dem Uberstand, der nach der Zentrifugation entstanden
war, wurde die Proteinkonzentration durch Hinzunahme des Pierce-660-nm-Protein-Assay
(Thermo Fisher Scientific, Schwerte) bestimmt. Im néchsten Schritt wurden 10 ug Protein pro
Probe auf eine SDS-PAGE fiir den In-Gel-Verdau geladen. AnschlieBend wurden sie reduziert
(50 ul, 10 mM DTT), alkyliert (50 ul, 50 mM lodacetamid) und dem tryptischen Verdau
unterzogen (6 ul, 200 ng Trypsin in 100 mM Ammoniumbicarbonat). Danach erfolgte die
Auflésung der Peptide in 0,1%iger Trifluoressigsdure zur Durchfiihrung der anschlieBenden

Fliissigkeitschromatographie.

Zur Durchfiihrung weiterer Analysen wurde ein QExactive plus (Thermo Fisher Scientific,
Idstein) mit einem Ultimate-3000-Rapid-Separation-Fliissigchromatographiesystem (Dionex,
Thermo Fisher Scientific, Idstein) benutzt. Die Fliissigkeitschromatographie ist eine
physikalische Trennmethode, die dem Sortierprozess nach Molekiileigenschaften dient. Die
Lange des Fliissigkeitschromatographie-Gradienten betrug bei diesem Verfahren 120 Minuten.
Das System war zudem mit einer Acclaim-PepMap-100-C18-Saule (75 um Innendurchmesser,
25 cm Lénge, 2 mm PartikelgroBe von Thermo Fisher Scientific) ausgestattet. Nach der
Peptidauftrennung erfolgte die Massenspektrometrie, welche im positiven Modus betrieben und
mit einer Nano-Elektrospray-lonisationsquelle gekoppelt wurde, um Ionen zur weiteren Analyse
und Sequenzierung der Proteine zu erzeugen. Hierbei wurde die Kapillartemperatur auf 250 °C
und die Spannungsquelle auf 1,4 kV eingestellt. Zur Erstellung von ,,survey scans* wurde ein

Massebereich von 200 bis 2000 m/z bei einer Aufldsung von 140000 verwendet. Hierdurch
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konnten zehn der intensivsten Peptid-Ionen isoliert und mittels hochenergischer

Kollisionsdissoziation aufgespalten werden.

Zur Peptid-/Protein-Identifikation wurde das Proteome-Discoverer-System (Version 2.3.0.532,
Thermo Fisher Scientific) unter Verwendung der Mascot-Suchmaschine (Version 2.4, Matrix
Science, London, UK), die wiederum Zugriff auf die humane Datenbank hat, verwendet. Auf
Peptid-Ebene wurde die Falscherkennungsrate von 1 % gelegt. Zur Protein-Quantifizierung
wurde das Programm Progenesis QI for Proteomics (Version 2.0, Nonlinear Dynamics, Waters
Corporation, Newcastle upon Tyne, UK) benutzt. Hierbei wurden lediglich Proteine, die
mindestens zwei einzigartige Peptide beinhalten, eingeschlossen. Die Falscherkennungsrate
wurde auf Protein-Ebene auf 5 % festgesetzt. Die massenspektrometrischen Proteom-Daten
wurden mit der Datensatzkennung ,,PXD017898 beim ProteomeXchange-Konsortium iiber das

PRIDE-Partner-Repository hinterlegt.

2.3.11 XTT
Mittels der XTT-Assays wurde die Zellviabilitit der TCam-2-Zellreihen nach Behandlung mit
Romidepsin und weiteren Inhibitoren (Compound 63 und ACBI1) gemessen. Somit lie3 sich

auch die Zytotoxizitit der verwendeten Inhibitoren quantifizieren.

Bei diesem kolorimetrischem Assay wird die Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes zu einem
orange-farbenen Formazan-Farbstoff durch die enzymatische Aktivitit der Zellen gemessen und

durch einen Spektrophotometer quantifiziert.

Zunichst erfolgt die Aussaat der Zellen auf einer 96-Well-Platte: pro Well 4000 Zellen in 50 pl
Medium. Zur Kontrolle werden zudem 8 Wells mit 50 ul Medium als Leerwert pipettiert.

24 Stunden nach Aussaat erfolgte die Behandlung der Zellen mit dem jeweiligen Inhibitor in
unterschiedlichen Konzentrationen. Hierbei erfolgten stets Quadruplikate, um mogliche Mess-

fehler zu minimieren.

Im Anschluss wurden die Zellen fiir vier Stunden mit 50 ul XTT (1 mg/ml) und 0,5 ul PMS
(1,25 mM) inkubiert. Mittels iMark-Microplate-Reader (BioRad) wurde die Absorption bei
einer Wellenldnge von 450 nm und von 650 nm gemessen. Hierbei konnte bei der Wellenldnge
von 450 nm der Formazan Farbstoff und bei 650 nm die Hintergrundabsorption der Proben

quantifiziert werden.

Anschlieend erfolgte die Verrechnung der gemittelten Losemittel- und Leerwerte eines jeden

Probenwertes sowie die Mittelwertbestimmung der Quadruplikate.

Somit wurde die Zellviabilitit iiber einen Zeitraum von 96 Stunden in 24-Stunden-Abstinden

bestimmt und konnte grafisch dargestellt werden.
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2.3.12 Online-Analysen und Software
Zur Darstellung der Interaktionen zwischen Proteinen wurde der STRING-Algorithmus unter

Anwendung der Standardeinstellungen benutzt (https:/string-db.org/) [45]. Mit Hilfe der

Datenbank DAVID konnte die Zuordnung von Proteinen zu funktionellen Gruppen erfolgen
(https://davidbioinformatics.nih.gov/) [46]. Zur Analyse der Daten des The Cancer Genome
Atlas Program wurde der UCSC Xena Browser (https://xena.ucsc.edu) [47] verwendet.

2.3.13 Statistische Auswertung
Mit Hilfe des Online-Tools ,,Social Sciences Statistics T-Test Calculator for 2 Independent

Means“  (https://www.socscistatistics.com/tests/studentttest/default.aspx)  wurden  die

statistischen Analysen mittels t-Test durchgefiihrt. Hierbei wurde der zweiseitige t-Test fiir die
Analyse auf statistisch signifikante Unterschiede verwendet. Als signifikant galt ein p-Wert von
< 0,05, entsprechend einem alpha-Fehler von 5 %. Dariiber hinaus wurde bei multiplem Testen

der berechnete p-Wert nach Bonferroni (0,05 geteilt durch die Anzahl der Tests) korrigiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Molekulare und genomische Charakterisierung von ARID1A
3.1.1 Generierung von ARID1A4-defizienten KZT-Zelllinien

Um die molekulare Funktion von ARIDIA in KZT zu entschliisseln, wurden mittels
CRISPR/Cas9-Gen-Editierung ARID1A4-defiziente Zellen aus den KZT-Zelllinie TCam-2 (SE),
2102EP (EC) und NCCIT (EC) erzeugt. Hierfiir wurde ein Pool bestehend aus drei guideRNAs

transfiziert, um ein Fragment von 2920 Basenpaaren aus dem AR/DA-Genlocus zu entfernen.

Zur Validierung einer erfolgreichen Deletion von ARIDI1A wurden PCR-Analysen mit Primern
der guideRNA durchgefiihrt. Hierbei sollte sich bei einer homozygoten ARIDIA-Deletion
(TCam-2-ARIDIA™) in der Gelelektrophorese ein PCR-Fragment von etwa 201 Basenpaaren
ergeben, wihrend der Wildtyp (TCam-2-ARIDI1A™"") sich als Fragment von 3121 Basenpaaren
darstellen sollte (vergleiche Abb. 8). Bei der SE-Zelllinie TCam-2 konnte Lukas Kurz im
Rahmen seiner Dissertation durch dieses Verfahren acht TCam-2-4RID1A™ Klone generieren

(vergleiche Anhang 1).

3121 bp in PCR

——

flanking primer fwd ‘ flanking primer rev

‘ guideRNAA +B

ARID1A wt
Intron 1-2 Intron 4-5
ARID1A ko
Intron 1-2 Intron 4-5
-—

201 bp in PCR

guideRNAC \

Abb. 8: CRISPR/Cas9-Methode zur Generierung ARIDIA-KZT. GuideRNA A und B zielen auf
gegeniiberliegende Stringe des Exon 2 ab, wihrend guideRNA C auf das Exon 4 abzielt (wt = Wildtyp, bp =
Basenpaare, fwd = forward, rev = reverse, ko = knock-out). Diese Abbildung wurde von Lukas Kurz im Rahmen
seiner medizinischen Dissertation kreiert und wird mit seinem erfolgtem Einverstindnis hier veroffentlicht.
Zusétzlich wurden die Daten in Kurz et. al, 2020 publiziert [42]

Zur weiteren Verifizierung einer erfolgreichen ARIDI1A4-Deletion wurden dariiber hinaus im
Rahmen der Dissertation von Lukas Kurz gRT-PCR-Analysen sowie Western-Blot-
Untersuchungen durchgefiihrt. Beide Verfahren zeigten, dass die ARIDIA-Transkription und
auch die Proteinproduktion vermindert waren (vergleiche fiir die Zelllinie TCam-2-ARIDI1A™

Anhang 2A und 2B).
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Dasselbe Verfahren wurde im Rahmen der dieser Dissertation zur Grunde liegenden Studie zur
Generierung von ARIDIA-defizienten KZT aus den EC-Zelllinien 2102EP und NCCIT
angewandt. Mittels Gelelektrophorese konnte verifiziert werden, dass die Geneditierung
gelungen und ARID1A-defiziente KZT im gesamten Pool enthalten waren. Jedoch konnten im
weiteren Verlauf lediglich heterozygote 2102EP-ARIDIA™" und NCCIT-ARID1A"" als einzelne
Klone identifiziert werden (vergleiche Abb. 9). Eine homozygote ARID1A-Defizienz konnte in

NS, anders als in der SE-Zelllinie TCam-2, somit nicht erzeugt werden.

A
XV \é\‘ ral:\‘ fbx\, b‘x\l % x\x kY dao {;\: x\‘ ke x\x * Wy " ,\” > x\: KV rl"x\,c oy x\“ “\x N Q&\
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Abb. 9: Gelelektrophorese zur Darstellung der heterozygoten ARIDI1A-defizienten EC-Zelllinien 2102EP
(links) und NCCIT (rechts). Veroffentlicht in Kurz et al. [42]
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3.1.2 Charakterisierung ARIDIA-defizienter SE

Im ndchsten Schritt wurden vier der acht generierten TCam-2-4RID1A4” im Hinblick auf ihre
Morphologie iiber einen Zeitraum von einer Woche mit der parentalen Zelllinie verglichen.
Hierfir wurden die einzelnen TCam-2-ARIDIA”-Klone, sowie die parentalen TCam-2-
ARID1A™" -Zellen alle 24 Stunden unter einem Lichtmikroskop untersucht und fotografiert. Es
lie3 sich beobachten, dass die einzelnen Zellen in ihrer Grofle, ihrer Form sowie in ihrem
Wachstumsverhalten morphologisch keine Unterschiede aufwiesen und somit keine morpho-

logischen Auffélligkeiten gegeniiber der parentalen Zelllinie zeigten (vergleiche Abb. 10).

time (h)

TCam-2 ARIDIA 4 TCam-2 ARIDIA™ 3 TCam-2 ARIDIA 2 TCam-2 ARIDIA 1

TCam-2 ARIDIAY™

Abb. 10: Zellmorphologie nach 24, 96 und 144 Stunden (time (h)) der einzelnen TCam-2-ARID14"- -Klone
(Klon 1- 4) im Vergleich zur parentalen TCam-2-4RID1A™*
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Im Folgenden wurde das Wachstumsverhalten durch tédgliche Zellzdhlungen iiber einen
Zeitraum von 168 Stunden dokumentiert. Die ARID 1 A-defizienten SE-Zelllinien wurden hierbei
in ihrer Zellzahl gemittelt und mit der parentalen SE-Zelllinie verglichen. Hierbei konnte
zwischen den Zeitpunkten 120 Stunden und 168 Stunden eine verminderte Proliferation der
TCam-2-ARIDIA™ beobachtet werden (vergleiche Abb. 11). Uber einen t-Test konnte ein
signifikanter Unterschied zu TCam-2-4RIDIA™" bestitigt werden (p-Wert bei 120 Stunden
< 0,05; p-Wert bei 144 und 168 Stunden < 0,005).

1200 1 gm TCam-2-ARID1A** *

deg

= 1000 | "= TCam-2-ARID1A™"1-4
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Abb. 11: Wachstumsratenvergleich zwischen TCam-2-4RID1A**und TCam-2-ARID1A"-.Verdffentlicht in
Kurz et al. [42]. p-Werte * < 0,05, ** < 0,005

Dariiber hinaus wurde der Zellzyklus in beiden Zelllinien analysiert, um festzustellen, ob und
inwiefern sich die ARID1A-Defizienz auf diesen auswirkt. Hierfiir wurde die Zellverteilung in
den einzelnen Zellzyklusphasen mittels Propidiumiodid-basierter Farbung und anschlieBender
Durchflusszytometrie iiber einen Zeitraum von 48 Stunden untersucht. Hierbei wurden die
Ergebnisse der vier TCam-2-4ARID1A™-Zelllinien zum einen einzeln und zum anderen gemittelt
mit der parentalen Zelllinie verglichen. Es zeigte sich, dass sich die Verteilung in den einzelnen
Zellzyklusphasen dhnlich verhielt: etwa 70 % der TCam-2-ARID1A™"- und TCam-2-ARIDIA™"*
-Zellen befanden sich in der G1/G0-Phase, die ebenfalls als Wachstums- und Ruhephase
bezeichnet werden kann [48]. In dieser Phase kommt es zur Proteinsynthese sowie zur Bildung
von Histonen und Nichthistonproteinen, die zur DNA-Verpackung dienen [48]. Etwa 20 % der
Zellen beider Gruppen befanden sich in der G2/M-Phase. In dieser Phase kommt es zur
Reparatur von Replikationsfehlern [48]. 5 bis 10 % der TCam-2-ARIDIA”- und TCam-2-
ARID1A"*-Zellen konnten in der Synthese-, bzw. ,,S“-Phase, bei der es zur DNA-Verdopplung

kommt [48], detektiert werden. Zusammenfassend wurden die meisten Zellen, unabhéngig vom
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ARID1A-Gehalt, in der G1/G0-Phase detektiert. Dabei wurde kein signifikanter Unterschied im
Zellzyklusverhalten der untersuchten Zelllinien festgestellt (vergleiche Abb. 12 und 13).

TCam-2-ARID147-1 TCam-2-ARIDIA-2
1 1
| e | 4
G1 G1
78,76%-# 76,87%
G2M G2M
14.77%-# 17,40%-#
s s TCam-2-ARIDA™*
SubG1 5.50%# SubG1 281%# :
0,98%-# —t 0,92%-# —
0 2% 500 750 00 0 250 500 750 1000

TCam-2-ARIDI1A73 TCam-2-ARIDI1A- 4

61,29%-#

Abb. 12: Zellzyklusphasenvergleich zwischen den einzelnen TCam-2-4RID1A** und TCam-2-ARID1A"- im
Zeitraum von 48 h
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Abb. 13: Zellzyklusphasenvergleich zwischen den gemittelten (n=4) TCam-2-4ARID1A4*"* und TCam-2-
ARID1A47- im Zeitraum von 48 h. Verdffentlicht in Kurz et al. [42]
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Im néchsten Schritt erfolgte die Charakterisierung auf RNA- und Proteinebene, um zu ermitteln,

welche Auswirkungen eine ARID1A-Defizienz auf molekularer Ebene aufweist.

Der in Vorarbeiten erprobte siRNA-vermittelte ARIDI1A4-Exrepssionsreduktion zeigte, dass
durch die ARID1A-Defizienz sowohl die einzelnen Komponenten des SWI/SNF-Komplexes als
auch Stress- und Apoptosefaktoren herunterreguliert wurden [28]. Dieser Effekt sollte im
Folgenden bei den durch CRISPR/Cas9-Gen-Editierung erschaffenen ARIDIA-defiziente

Zellen gepriift werden.

Zundchst wurde die Genexpression der Bestandteile des SWI/SNF-Komplexes und
verschiedener Zellzyklusregulatoren, Tumorsuppressoren und Stressfaktoren in den Zelllinien
TCam-2-ARIDIA™* und TCam-2-ARIDIA”" mittels qRT-PCR analysiert. Hierbei wurde die
Abweichung der Genexpression in TCam-2-4RIDIA”" ins Verhiltnis zu der Genexpression in
der parentalen Zelllinie gesetzt. Zum Analysepanel gehorten unter anderem die SWI/SNF-
Komplex-Untereinheiten ARIDI1A, ARID1B, SMARCA4 und SMARCBI [28]. Diese zeigten sich
im Vergleich zur parentalen Zelllinie herunterreguliert, was erneut die ARIDA-Defizienz in den
Zelllinien TCam-2-ARIDIA™- bestitigte (vergleiche Dissertation ,,Der Verlust oder die
pharmakologische Inhibition von ARID1A sensitiviert Keimzelltumorzellen fiir die Behandlung
mit ATR-Inhibitoren* von Lukas Kurz). Das Tumorsuppressorgen ZMYND11, das ebenfalls an
der Histonmodifizierung beteiligt ist und bereits in Vorstudien durch Romidepsin
herunterreguliert wurde [28], zeigte beim Verlust von ARID1A4 im Vergleich zur parentalen
TCam-2-ARIDIA™" ebenfalls leicht verminderte Expressionslevel. Die Stressfaktoren
GADD45B, DUSP1, ATF3 sowie Zellzyklusregulatoren /D2 und FOS, die in einer Vorstudie in
der SE-Zelllinie TCam-2 nach siRNA-vermittelten 4R/D1A4-knockdown hochreguliert wurden
[28], zeigten keine signifikante Expressionserhdhung in 4ARID1A4-defizienten SE im Vergleich
zur parentalen Zelllinie. Der Cyclin-abhéingige Kinase-Inhibitor CDKNIA/ p21, der unter
anderem an der Resistenzentwicklung gegeniiber Cisplatin-basierten Chemotherapien in EC
beteiligt sein soll [49], zeigte gegeniiber der parentalen Zelllinie keine Expressionsverdnderung.
Dagegen zeigte sich eine leicht verminderte Expression des Tumorsuppressorgens 7P53. Somit
deckt sich dieses Ergebnis mit den Erkenntnissen aus Vorstudien, die zeigten, dass 7P53 nach
Behandlung mit Romidepsin herunterreguliert wird [28]. Das SE-assoziierte Gen SOX17 sowie
die Pluripotenzfaktoren NANOG und OCT3/4, die ebenfalls in Vorarbeiten nach
Romidepsingabe verminderte Expressionslevel aufwiesen [28], zeigten sich im Vergleich zur

parenteralen Zelllinie nicht signifikant verandert (vergleiche Abb. 14).
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Abb. 14: Genexpression der Bestandteile des SWI/SNF-Komplexes und verschiedener Zellzyklusregulatoren,
Tumorsuppressoren und Stressfaktoren in den gemittelten TCam-2-ARIDIA”- im Vergleich zu TCam-2-
ARIDA'™, gegen GAPDH als Housekeeper normalisiert

Um die molekulare Funktion von ARIDIA in KZT weiter aufzuschliisseln, wurde eine
Massenspektrometrie-Analyse durchgefiihrt, bei der die Charakterisierung auf Proteinebene
erfolgte. Hierfiir wurden die Proteine der vier TCam-2-4RID1A™", sowie der parentalen Zelllinie
TCam-2-ARIDIA™ aus gefrorenen Zellpellets extrahiert und fiir die weitere Analyse
vorbereitet. Erneut wurde bei der Analyse die Proteinexpression in allen TCam-2-4RIDI1A™"
gemittelt und die Abweichung ins Verhiltnis zu der Proteinexpression in der parentalen Zelllinie
gesetzt. Es konnten 24 Proteine detektiert werden, die im Vergleich zur parentalen Zelllinie bei
ARIDIA - Defizienz (p-Wert < 0,5) hochreguliert sind. Dagegen kam es bei 42 Proteinen zur
Herunterregulierung (vergleiche Abb. 15). Hierbei konnten unteranderem das DNA-
Methyltransferase 1-assoziertes Protein (DMAP) und die DNA-Polymerase Epsilon (POLE)
identifiziert werden. Beide Proteine sind an der DNA-Replikation [50], der Transkriptions-

regulation und an der Chromatinorganisation beteiligt [51, 52].
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Abb. 15: Ergebnisse der Massenspektrometrie: Ubersicht der Proteine, die durch ARIDIA-Defizienz hoch-
oder runterreguliert wurden. Bei ARIDI1A-Defizienz Hochregulierung von 24 Proteinen sowie Herunter-
regulierung von 42 Proteinen, u.a. von DNA-Methyitransferase 1-assoziertes Protein (DMAP) und DNA-
Polymerase Epsilon (POLE). Veroffentlicht in Kurz et al. [42]

—
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3.2 Eftekt einer ARID1A-Defizienz auf die Therapie mit
Romidepsin

Vorarbeiten zeigten, dass ARIDIA als Schliisselfaktor der Romidepsin-Wirkkaskade eine
potenzielle Therapieoption zur Behandlung von KZT darstellen konnte, da es in KZT zur
Apoptose und Zellzyklusarrest fiihrt [28]. Zuvor konnte nachgewiesen werden, dass
Romidepsin in Konzentrationen von > 2 nM zum Zelltod in KZT fiihrt [28], sodass nun gepriift
werden sollte, ob die Effektivitit von Romidepsin-Applikation durch eine ARID1A4-Defizienz
gesteigert werden konnte. Hierfiir wurde die ARID1A-defiziente SE-Zelllinie TCam-2 einmalig
mit Romidepsin behandelt und iiber einen Zeitraum von 96 Stunden untersucht. Hierbei wurden
die Dosierungen 0,5 nM, 1 nM, 1,5 nM, 2 nM und 5 nM Romidepsin evaluiert. Zum Vergleich
wurde die parentale Zelllinie nach dem gleichen Schema behandelt. Zur Validierung wurde die
relative Zellviabilitét alle 24 Stunden mittels XTT-Analysen durchgefiihrt. Die Ergebnisse der
einzelnen TCam-2-ARID1A” wurden zur Analyse erneut gemittelt und mit der Zellviabilitit der

parentalen Zelllinie verglichen.

Bei der Behandlung mit 0,5 nM Romidepsin konnte beim Zeitpunkt von 96 Stunden ein
signifikanter Unterschied (p-Wert=0,0002) zwischen den zu vergleichenden Zelllinien
festgestellt werden. Hierbei fiel die relative Zellviabilitéit der TCam-2-4RID1A” um 25 % hoher
als die relative Zellviabilitit der parentalen Zelllinie ab (vergleiche Abb. 16 A).

Die Behandlung mit 1 nM Romidepsin zeigte nach 72 Stunden (p-Wert = 0,00002) und nach
96 Stunden (p-Wert = 0,000003) einen signifikanten Unterschied der Zellviabilitdt zwischen
TCam-2-ARIDIA” und TCam-2-ARIDIA™*. Nach 72 Stunden sank die Zellviabilitit der
ARID]A-defizienten Klone im Vergleich zu den parentalen Zellen um 20 % stirker ab. Nach
96 Stunden betrug die Differenz in der relativen Zellviabilitdt zwischen den TCam-2-ARID 1A
"-Klonen und der parentalen TCam-2-ARID1A™* 37 % (vergleiche Abb. 16 B).

Nach der Behandlung mit 1,5 nM Romidepsin konnten bereits nach 48 Stunden signifikante
Unterschiede in der relativen Zellviabilititsmessung festgestellt werden. Nach 48 Stunden
betrug die Differenz der relativen Zellviabilitdt zwischen den zu vergleichenden Zelllinien
17 %, nach 72 Stunden 16 % und nach 96 Stunden 12 %. Somit konnte nach 48 Stunden (p-
Wert = 0,0016), nach 72 Stunden (p-Wert = 0,00005) als auch nach 96 Stunden (p-Wert =
0,0001) ein signifikanter Unterschied zwischen TCam-2-ARIDIA”-Klonen und TCam-2-
ARID1A™ gemessen werden (vergleiche Abb. 16 C).

In hoheren Konzentrationen kam es sowohl bei der parentalen Zelllinie als auch bei den TCam-

2-ARID1A™-Klonen zu einer Minderung der Zellviabilitdt (vergleiche Abb. 16 D, E).
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Zusammenfassend zeigten die XTT-Analysen, dass nach der Behandlung mit Romidepsin in
den Konzentrationen 0,5 nM, 1 nM und 1,5 nM in TCam-2-4RID1A”"-Klonen einen signifikant

stirkeren Abfall der Zellviabilitdt im Vergleich zu der parentalen Zelllinie aufwiesen.
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Abb. 16: Zellviabilititsmessungen iiber einen Zeitraum von 96 Stunden von den gemittelten (n=4) TCam-2-
ARID14""Klonen und TCam-2-ARID1A** nach einmaliger Behandlung mit 0,5 nM (A), 1 nM (B), 1,5 nM (C),
2 nM (D) und 5 nM (E) Romidepsin
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3.3 Eftekt einer pharmakologischen Inhibition von ARID 1A auf
die Therapie mit Romidepsin

Im nédchsten Schritt sollte gepriift werden, ob der Effekt einer mittels CRISPR/Cas9-Gen-

Editierung geschaffenen ARIDIA-Defizienz pharmakologisch nachgeahmt werden konnte.

Hierfiir wurden zunéchst die beiden SWI/SNF-Komplex-Inhibitoren ACBI1 und Compound 63

auf ihre Wirksamkeit getestet.

Die alleinige Behandlung der TCam-2 Zelllinie mit 2 nM Romidepsin fiihrte im Vergleich zur
Kombinationsbehandlung 2 nM Romidepsin mit 5 uM ACBIA zu einer stirkeren Absenkung
der Zellviabilitit, sodass kein Vorteil aus der Doppelbehandlung mit ACBIA nachgewiesen
werden konnte (vergleiche Abb. 17 A).

Bei der Behandlung der TCam-2 Zelllinie mit 2 nM Romidepsin und 5 uM C63 fiel die relative
Zellviabilitdt nach 24 Stunden stirker ab als wihrend der alleinigen Behandlung mit 2 nM
Romidepsin (vergleiche Abb. 17 B). Somit konnte zu diesem Zeitpunkt ein Vorteil der
Doppelbehandlung nachgewiesen werden, sodass C63 als vielversprechender ARIDI1A-

Inhibitor fiir weitere Analysen herangezogen wurde.
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Abb. 17: Relative Zellviabilititsmessung mittels XTT-Analyse bei der Behandlung von TCam-2 Zellen mit
2 nM Romidepsin und 5 pM ACBI1A (A) bzw. C63 (B)
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Als nédchstes wurde der Fragestellung nachgegangen, welche Dosis-Kombination von
Romidepsin und C63 zu optimalen Ergebnissen fiihren kdnnte. Hierfiir wurde die TCam-2-
Zelllinie mit Romidepsin in den Dosen von 0,5 nM, 1 nM, 1,5 nM und 2 nM in der Kombination
mit 2,5 uM C63 behandelt. Bei der Behandlung der SE-Zelllinie TCam-2 mit 0,5 nM Romi-
depsin und 2,5 pM C63 fiel die relative Zellviabilitit im Vergleich zur alleinigen Behandlung
mit 0,5 nM Romidepsin erst nach 48 Stunden stérker ab. In den ersten 24 Stunden ergab die
Doppelbehandlung somit keinen Vorteil gegeniiber der Einzelbehandlung (vergleiche
Abb. 18 A). Ahnlich verhielt es sich bei der Behandlung der TCam-2-Zellen mit 1,5 nM Romi-
depsin und 2,5 pM C63. Hier sank die relative Zellviabilitit bei der alleinigen Behandlung mit
Romidepsin in den ersten 24 Stunden stirker ab, anschlielend fielen beide Zellviabilitdtskurven
gleichermalien ab (vergleiche Abb. 18 C). Dagegen zeigte die Behandlung mit 1 nM Romidepsin
und 2,5 uM C63 im Verlauf der 96 Stunden einen stérkeren Abfall der relativen Zellviabilitét
der TCam-2-Zellen im Vergleich zur Einzelbehandlung mit Romidepsin (vergleiche Abb. 18 B).
Bei der Kombination aus 2 nM Romidepsin und 2,5 pM C63 sank die relative Zellviabilitit der
TCam-2-Zellen in den ersten 24 Stunden minimal stirker im Vergleich zur alleinigen
Romidepsinbehandlung. Nach 48 Stunden fielen beide Zellviabilititskurven gleichermalen
(vergleiche Abb. 18 D).

Zusammenfassend kann man lediglich bei der Kombination aus 1 nM Romidepsin und 2,5 uM

C63 einen Vorteil gegeniiber einer alleinigen Behandlung mit 1 nM Romidepsin feststellen.
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Abb. 18: Relative Zellviabilititsmessung mittels XTT-Analyse bei der Behandlung von TCam-2 Zellen mit
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4 Diskussion

Die Entstehung des KZT, der die haufigste Tumorentitit des jungen Mannes bildet, wird unter
anderem durch epigenetische Veranderungen erklart [14, 22]. Hierbei spielt die Modifikation
von Histonen wihrend der Karzinogenese eine bedeutende Rolle [22]. Bereits in Vorstudien
konnte nachgewiesen werden, dass Inhibitoren der HDACs, wie beispielsweise Romidepsin, in
KZT zytotoxische Effekte entfalten und sowohl in vitro als auch in vivo zum Zellzyklusarrest
und Zelltod fiihren [28]. Zudem zeigte sich, dass ARIDIA als Schliisselfaktor zur
Hochregulation von Stress- und Apoptosefaktoren fiihrt [28].

Im Rahmen dieser Dissertation zugrunde liegenden Studie wurde das Ziel verfolgt, die
molekularbiologische Funktion von ARIDIA zu entschliisseln, in dem die Effekte einer
ARID1A4-Defizienz sowie einer ARID1A-Inhibition in KZT gepriift wurden. Zudem wurde das
therapeutische Potenzial einer pharmakologischen ARIDIA-Inhibition in KZT, unter anderem

in Kombination mit einer HDAC-Inhibition, gepriift.

4.1 Homozygote ARIDIA-Defizienz nur in Seminomen moglich
Bei der Generierung von ARIDI1A-defizienten KZT-Zelllinien durch die CRISPR/Cas9-
Geneditierung war es lediglich mdglich aus der SE-Zelllinie homozygote ARID1A4-defiziente
Klone zu generieren. Bei dem Versuch der Generierung von ARID1A-defizienten KZT aus den
EC-Zelllinien 2102EP und NCCIT zeigte die Gelelektrophorese zwar, dass die Geneditierung
gelang und ARIDIA-defizienze KZT generiert werden konnten, jedoch war es im weiteren
Verlauf lediglich mdglich, heterozygote Klone hervorzubringen. Dies fiihrte zur Frage, weshalb
gewisse Tumorentitéten eine homozygote Gen-Defizienz tolerieren und andere wiederum nicht.
Hierbei spielen Anpassungsmechanismen der Tumorzelle sowie die Funktion des defizienten
Gens eine Rolle in der Frage der Uberlebensfihigkeit. So sind beispielsweise Mechanismen wie
die der genetischen Redundanz bekannt, die das Uberleben der Zelle trotz Defizienz eines
bestimmten Gens ermoéglichen. Hierbei kommt es im Falle einer Genmutation zu einem
Kompensationsmechanismus, der die Expression von Genen mit homologen Sequenzen anregt
und somit dafiir sorgt, dass die Funktion des mutierten oder fehlenden Gens ersetzt wird [53].
In weiteren Studien konnte beispielsweise gezeigt werden, dass im Falle einer ARIDIA-
Mutation in Tumorzellen kompensatorisch ARIDIB essenziell zu sein scheint [54]. Hierfiir
wurden Daten aus dem Projekt Achilles untersucht. Dieses beschéftigt sich mit der
Identifizierung essenzieller Gene in Krebszelllinien [55]. Hierbei zeigte sich, dass ARIDIB in
ARIDIA-mutierten und -supprimierten Tumorzellen vermehrt exprimiert und insbesondere fiir
das Zellwachstum benétigt wurde. In weiterfiihrenden Versuchen fiihrte dann ein ARIDIB-

Knockdown zur Destabilisierung des SWI/SNF-Komplexes, sodass folgend eine verminderte
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Zellproliferation beobachtet werden konnte [54]. Diese Erkenntnis fiihrte zu der Annahme, dass

ARIDIB in ARID1A-mutierten Tumorzellen ein therapeutischer Ansatzpunkt sein konnte [54].

Dariiber hinaus spielt es eine entscheidende Rolle, ob das defiziente Gen essenziell oder nicht-
essenziell fiir das Uberleben dieser spezifischen Tumorzelle ist. Somit ist ein moglicher
Erklarungsansatz, dass EC-Zellen nicht in der Lage sind, eine ARIDIA-vermittelte
Deregulierung zu kompensieren. Die damit verbundenen Konsequenzen auf Ebene der
Transkriptionsregulation, Zelladhdsion und DNA-Reparatur konnen ohne ARIDIA nicht
ausgeglichen werden, sodass ein Uberleben der Zelle ohne ARIDIA nicht moglich ist. Sie

benoétigen hierfiir mindestens 50% der normalen ARID1A4-Expression.

4.2 Entschliisselung der molekularbiologischen Eigenschaften
von ARIDI1A

Ziel dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie war es, die molekularbiologischen Eigenschaften
und daraus resultierend, die molekularbiologische Rolle von ARIDIA zu erforschen. Die
Grundlage hierfiir war eine Vorstudie, die ARID1A als Schliisselfaktor der Wirkungskaskade des
HDAC-Inhibitors Romidepsin identifizierte. Durch die Herunterregulation der ARIDIA-
Expression kam es zu einer Stressinduktion sowie zu einem Zellzyklusarrest und einer Apoptose
[28]. Dabei zeigte sich, dass hinsichtlich der Morphologie und des Zellzyklus keine
signifikanten Unterschiede zwischen ARID1A4-defizienten TCam-2-Zellen und der parenteralen
Zelllinie feststellbar waren. Lediglich die Proliferationsrate zeigte sich bei einem ARIDIA-
Verlust verlangsamt. Dies fiihrte zur Annahme, dass ARIDIA eine bedeutende Rolle in der
Zellproliferation einnimmt. Bei der Untersuchung der molekularbiologischen Rolle von
ARIDIA in KZT zeigte sich, dass die Schliisselfunktionen in der Transkriptionsregulation,
Zelladhdsion und DNA-Reparatur lagen. Auf RNA-Ebene konnte bei ARIDIA-Defizienz eine
Herunterregulierung der am SWI/SNF-Komplex beteiligten Gene (ARIDIA, ARIDIB,
SMARCA4, SMARCBI) beobachtet werden. Dies spiegelt ebenfalls die Rolle von ARID14 als
Teil des SWI/SNF-Komplex wider. Vorstudien zu der Wirkungsweise von Romidepsin zeigten,
dass es durch die Herunterregulierung von ARID 14 kurzfristig zur Hochregulierung der Stress-
und Apoptosefaktoren GADD458, DUSPI und CDKNIA kommt [28]. Im Unterschied zur
Vorstudie zeigte sich in ARIDIA-defizienten TCam-2-Zellen keine signifikante Verdnderung
dieser Stressfaktoren. Dies konnte einen gewissen Anpassungsprozess der SE-Zellen
widerspiegeln, die langfristig Mechanismen entwickeln, um die ARIDIA-Defizienz
auszugleichen. In der Massenspektrometrie-Analyse zeigte sich, dass durch die
Herunterregulation von ARID1A, im Rahmen der CRISPR/Cas9-Gen-Editierung oder durch die
pharmakologische Inhibition mittels C63, die Proteine DNA-Polymerase Epsilon (POLE) und
DMAPI ebenfalls herunterreguliert wurden (vergleiche Abb. 18). Beide Proteine spielen eine

signifikante Rolle sowohl in der Aktivierung / Inaktivierung der Transkription als auch in der
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Chromatinorganisation. Das DMAP1 ist mit der N-terminalen Doméne von DNMT 1 assoziiert
und fungiert durch seine Interaktion mit Histon-Deacetylasen als Transkriptionskorepressor.
DNMT1 ist wiederum fiir die Zellproliferation durch die Aufrechterhaltung von DNA-
Methylierungsmustern verantwortlich sowie an der Herunterregulation von Tumorsuppressor-
genen in menschlichen Krebszellen beteiligt. Daraus ldsst sich schlieend, dass DNMT1 an der
Tumorgenese verschiedener Krebsarten mitwirkt [S6]. DMAP1 ist zudem Teil des TIP60-p400-
Histon-Acetyltransferase-Komplexes, der mittels Histonacetylierung die Chromatinrelaxation
beeinflusst und fiir den Erhalt der Pluripotenz von embryonalen Stammzellen mitverantwortlich
ist [52, 57]. Das Tat-aktive-Protein-60kDa (TIP60) ist wiederum bei der Reparatur von DNA-
Schidden und bei der Kontrolle des Zellzyklus, der Checkpoints und der Apoptose involviert.
Zudem wird es bei DNA-Doppelstrandbriichen an DNA-Lésionen rekrutiert und ist sowohl an
Anfangs- und Endphasen beteiligt [S8]. Somit ist DMAP1 als Transkriptionskorepressor von
DNMTI, als auch als Teil des TIP60-p400-Histon-Acetyltransferase-Komplexes in der
Gestaltung der epigenetischen Landschaft auf DNA- und Histon-Ebene involviert. Die
Polymerase Epsilon (POLE), als Teil der DNA-Polymerase-B-Familie, besitzt eine Polymerase-
, sowie eine 3'-5'-Exonuklease-Aktivitit. Dies bedeutet, dass POLE Synthesereaktionen
katalysiert, Replikationsfehler der DNA erkennt und im Falle einer Fehlpaarung das ,,falsche*
Nukleotid durch das ,Richtige” ersetzen kann. Auch beim Vorliegen von DNA-
Doppelstrangbriichen erfolgt durch POLE die DNA-Reparatur [59]. Da durch die
Herunterregulierung von ARID1A es ebenfalls zu einer verminderten Proteinmenge von
DMAPI1 und POLE kam, leitet sich die Hypothese ab, dass ARID14 seine molekulare Funktion
mit Hilfe der Enzyme POLE und DMAP] entfaltet, so beispielsweise in der
Transkriptionsregulation, DNA-Reparatur und -Methylierung, als auch bei der Histon-
Modifikation und Aufrechterhaltung der Pluripotenz (vergleiche Abb. 18). Kommt es also auf
Grund einer pharmakologischen Inhibition von ARID1A zur Herunterregulierung von POLE
und DMAP, konnen die o. g. molekularen Funktionen nicht bzw. nur vermindert ausgefiihrt

werden, was folglich zum Zellzyklus-Arrest und Apoptose fiihrt (vergleiche Abb. 18).
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Abb. 19: Eine ARID1A-Defizienz durch CRISPR/Cas9 bzw. ARID1A-Inhibition durch Compound 63 fiihrt
iiber die Verminderung der Proteinmenge von POLE und DMAP1 zur Apoptose und zum Zellzyklusarrest.
Modifiziert nach Kurz et al., 2020

Die Proteine, die bei einer ARID1A4-Defizienz hochreguliert waren, konnten durch eine ,,Gene-
Ontology“-Analyse in Verbindung zu ,,Acetylierung®, ,,Chromosom® und ,,DNA- / Nukleotid-/
Nukleinsédure- / Metall- / ATP- / Protein-Bindung* gebracht werden (vergleiche Abb. 19). Dies
legt die Hypothese nah, dass durch ARIDI1A jene oben genannten molekularen Eigenschaften

in TCam-2 reprimiert werden.
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Abb. 20: ARIDIA-Defizienz durch CRISPR/Cas9 bzw. ARID1A-Inhibition durch Compound 63 fiihrt zur
Hochregulierung bestimmter Proteine, die in Verbindung zur ,Protein-Bindung®, , Acetylierung,
»Chromosom®, ,,Metall-Bindung*, ,,ATP-Bindung* und ,,DNA-Bindung* stehen
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4.3 ARIDIA als therapeutisches Ziel in der Behandlung der
KZT
ARIDIA sollte als therapeutisches Ziel in der Behandlung der KZT gepriift werden. Bereits fiir
andere Krebsarten konnte gezeigt werden, dass ein mutationsbedingter Verlust der ARIDIA-
Funktion die Tumorzellen fiir eine Therapie mit EZH2-, PARP-, ATR-, HSP90- und HDAC9-
Inhibitoren sensitivierte [60, 61]. Da eine ARIDIA-Mutation in KZT sehr selten auftritt, lasst
sich vermuten, dass eine Romidepsin-induzierte Herunterregulierung von ARIDIA, eine
CRISPR/Cas9-generierte ARID1A-Defizienz oder aber auch eine pharmakologische Inhibition
von ARID1A (zum Beispiel durch C63) einen dhnlichen Effekt generieren kdnnte und die KZT-
Zellen gegeniiber den o. g. Inhibitoren sensitiviert. In der dieser Arbeit zugrunde liegenden
Studie konnte die Effektivitit der pharmakologischen Inhibition von ARIDIA durch C63 in
Kombination mit Romidepsin nachgewiesen werden.
Es zeigte sich, dass bei der Behandlung der Seminom-Zelllinie TCam-2 mit 1 nM Romidepsin
in Kombination mit 2,5 uM C63 die relative Zellviabilitdt im Verlauf von 96 Stunden stérker
abfiel als durch die alleinige Behandlung mit 1 nM Romidepsin.
Somit konnte die Kombination aus ARIDIA-Inhibitoren und HDAC-Inhibitoren der 1. Klasse
(so beispielsweise Romidepsin) einen potenziellen therapeutischen Nutzen in ARIDIA-
unmutierten KZT erbringen.
In der weiterfilhrenden Studie konnte zudem gezeigt werden, dass eine Kombination aus
pharmakologischen ARIDIA-Inhibitoren, so beispielsweise C63, und ATR-Inhibitoren (VE-
822) ebenfalls einen additiven Effekt aufwies und somit eine therapeutische Option im Rahmen
der Behandlung von KZT darstellen konnte [41].
Auch in anderen Tumorentititen gewinnt ARID1A als therapeutisches Angriffsziel zunehmend
an Bedeutung, insbesondere in der Kombination mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren (ICI).
ICI nehmen im Laufe der letzten Jahre zunehmend an Bedeutung in der Behandlung solider
Tumore zu.
Hierbei sind die Immun-Checkpoints Molekiile, die sich in der Mikroumgebung des Tumors
befinden und fiir die Regulierung der T-Zell-Funktion verantwortlich sind. Hierzu gehoren
beispielsweise der ,,programmierte Zelltod-1 (PD-1) / ,,programmierte Zelltod-Ligand-1* (PD-
L1) und das ,,zytotoxisches T-Lymphozyten-Antigen-4*“ (CTLA-4) [62, 63].
ICIs sind monoklonale Antikdrper, die gezielt hemmende Signalwege in T-Zellen blockieren,
sodass hierdurch eine verstirkte, T-Zell-gerichtete, Immunantwort auf Tumorzellen aktiviert
wird.
Es konnte gezeigt werden, dass ARID1A-defiziente Ovarialkarzinom-Zelllinien im Rahmen
einer immuntherapeutischen Behandlung ein besseres Gesamtiiberleben als die ARIDIA-

Wildtyp-Ovarialtumoren aufwiesen [64]. Dies wurde insbesondere darauf zuriickgefiihrt, dass
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ARID 1A unter anderem mit dem Mismatch-Repair-Protein MSH2 interagiert [64]. Somit kommt
es bei Inaktivierung von ARIDIA zu erhohter Mutationslast und Zunahme der
Mikrosatelliteninstabilitit, und somit auch zu erhdhter Sensibilitit gegeniiber einer,
beispielsweise PDL1-gerichteten, Immuntherapie [64].

Auch in tripple-negativen Mammakarzinomen (TNBC) konnte bereits nachgewiesen werden,
dass eine ARIDI1A-Defizienz zur besseren Ansprechrate auf ICls fiihrte. Hierbei fiihrte eine
verminderte ARIDIA-Expression zu einer immunsuppressiven Mikroumgebung und PD-L1-
Hochregulierung [65]. In weiterfiihrenden Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass
Patienten mit TNBC mit verminderter ARID1A-Expression stirker von einer PDL1-gerichteten
Therapie profitierten als Patienten mit hohem AR/D1A4-Gehalt [65].

Anders verhilt es sich bei einer Behandlung von TNBC mit Paclitaxel-basierter Chemotherapie.
Es konnte nachgewiesen werden, dass in Paclitaxel-sensitiven TNBC-Zellen ARIDIA
hochreguliert war. Umgekehrt korrelierte bei TNBC eine ARIDIA-Herunterregulierung mit
einem schlechteren Therapieansprechen und einer Paclitaxel-Resistenz [66]. Somit wurde
ARID1A als prognostischer Marker zur Abschitzung eines Therapieansprechens auf Paclitaxel-
basierte Behandlungskonzepte diskutiert [66].

Zusammenfassend stellt ARIDIA in zahlreichen Tumorentititen eine vielversprechende
therapeutische Option dar, da es auf Grund seiner molekularbiologischen Eigenschaften und
Funktionen eine zentrale Rolle in der Transkriptionsregulation, DNA-Reparatur und -
Methylierung sowie bei der Histon-Modifikation und Aufrechterhaltung der Pluripotenz spielt.
Jedoch wvariieren die Auswirkungen der ARIDIA-Level je nach Tumorentitit und

pharmakologischem Kombinationspartner.

4.4 Diversitit der ARIDIA-Effekte in unterschiedlichen
Tumorentititen und -subtypen

Bei der Bewertung der molekularbiologischen Rolle von ARID14 ist jedoch zu beachten, dass -

wie in Vorarbeiten gezeigt werden konnte - eine ARID1A-Mutation bzw. ein ARID1A-Verlust in

unterschiedlichen Tumorentitdten zu unterschiedlichen Auswirkungen fiihrte.

Wihrend in KZT und bei Ovarialkarzinomen ein ARID1A-Verlust bzw. eine ARID1A4-Defizienz
zu einem verlangsamten Tumorwachstum fiihrte, konnte bei Adenokarzinomen des Osophagus
eine vermehrte Zellproliferation bei ARIDIA-Verlust beobachtet werden [67]. Diese
Beobachtung lasst vermuten, dass ARIDIA je nach Tumorentitdt unterschiedliche Funktionen

ausiibt.

Die Auspriagung von ARIDIA-Mutationen kann aber auch innerhalb derselben Tumorentitét
abhingig vom Subtyp unterschiedlich sein. So konnten beispielsweise ARIDI1A4-Mutationen

sowohl in klarzelligen als auch in endometrioiden Ovarialkarzinomen nachgewiesen werden,
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wihrend das serdse high-grade Ovarialkarzinom keine AR/D1A-Mutationen aufwies [59]. Auch
in KZT scheint ARIDIA in unterschiedlichen Subtypen unterschiedlich ausgeprigt zu sein.
Wihrend bei der Generierung ARIDI1A-defizienter KZT in Seminomen ein homozygoter
ARIDI1A-Verlust fiir das Zelliiberleben tolerabel zu sein schien, konnten bei EC lediglich

heterozygote Klone hervorgebracht werden.

Auch in anderen Studien wird die ,,bivalente™ Rolle von ARIDIA diskutiert, denn es fungiert
sowohl bei der Tumorsuppression als auch bei der Tumorentstehung, je nach Tumorart und dem
jeweiligen Mutationsstatus [68]. So konnte beispielsweise in in-vivo-Leberkrebs-Modellen
gezeigt werden, dass ARIDIA onkogene Funktionen ausiibt, indem es oxidativen Stress
Cytochrom-P450-vermittelt fordert und somit zur Tumorinduktion fiihrt [69]. Andererseits
konnte in anderen Studien ARIDIA als Tumorsuppressor bei der Entstehung hepatozellularer
Karzinome identifiziert werden. Hierbei wurde in Mausmodellen eine Tumorentstehung durch

den Verlust von ARID1A4 in Hepatozyten beobachtet [70].

Daraus ldsst sich schlieen, dass Tumorentitit-iibergreifende Untersuchungen notwendig sind,

um die Gesamtheit der molekularbiologischen Eigenschaften von ARID1A zu entschliisseln.

4.5 Limitierungen der Studie
Im Folgenden werden die erhobenen Ergebnisse in den klinischen Kontext eingeordnet und die

Limitierungen der Studie diskutiert.

Zunichst sollte beachtet werden, dass die ARIDIA-Funktion und die Auswirkungen einer
ARID1A-Defizienz lediglich in in-vitro-Versuchen bei einem KZT-Subtyp, den Seminomen,
durchgefiihrt wurde. Um ein umfassenderes Verstindnis der Eigenschaften von ARIDIA zu
erhalten, wéren weitere Untersuchungen, beispielsweise bei anderen Subtypen der KZT, als
auch bei anderen Karzinomentititen, notwendig. Es gilt hierbei zu priifen, ob ARIDI1A je nach
Tumorentitit unterschiedliche Funktionen erfiillt und ob eine ARIDIA-Defizienz in

unterschiedlichen Tumorsubtypen zu unterschiedlichen Auswirkungen fiihrt.

Dariiber hinaus miissten in einem weiteren Schritt die therapeutischen Optionen in in-vivo-
Versuchen gepriift werden, um eine hohere Aussagekraft iiber die klinische Relevanz treffen zu
konnen. Es gilt zu priifen, ob die in den in-vitro-Versuchen gepriiften Substanzen in ihrer
Dosierung und Darreichungsform in in-vivo-Versuchen zu dhnlichen Effekten fiihren. Hierbei
spielen insbesondere die Pharmakodynamik und -kinetik des jeweiligen ARID I A-Inhibitors eine

entscheidende Rolle bei der Priifung einer moéglichen klinischen Tauglichkeit.

Zudem muss gepriift werden, welche mdglichen Toxizitdten und Folgen durch eine gezielte
ARIDIA-Inhibition fiir den gesamten Organismus entstehen. Im Falle von Romidepsin, welches

als HDAC-Inhibitor insbesondere den Schliisselfaktor ARID1A supprimiert [28], konnte in
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weiteren klinischen Studien ein breitgefdchertes Nebenwirkungsprofil beobachtet werden.
Neben einer moglichen Knochenmarkstoxizitit mit resultierender Neutropenie und
Thrombopenie und damit einhergehenden Infektanfilligkeit, kam es vermehrt zu Ubelkeit,
Erbrechen und Appetitlosigkeit [71]. Hiernach gilt zu priifen, ob eine gezielte ARIDIA-
Inhibition zu é&hnlich ausgeprigten Nebenwirkungen fiihrt oder ob, auf Grund der

zielgerichteteren Inhibition, ein geringeres Nebenwirkungsprofil besteht.

Dariiber hinaus miisste gepriift werden, ob ARIDIA-Inhibitoren in gesunden Zellen potenziell
zur Tumorentwicklung beitragen und somit zu Zweitmalignomen fiihren kénnten. Da ARIDIA
als Teil des SWI/SNF-Komplexes zur Tumorsuppression beitrdgt, konnten durch eine ARIDIA-
Defizienz relevante DNA-Reparaturmechanismen beeintriachtigt werden. Dies ist besonders bei
Patienten mit KZT, die ohnehin mit den bereits etablierten Therapieregimen einem erhohten
Risiko fiir Zweitmalignome ausgesetzt sind [72, 73], von hoher Bedeutung. Insbesondere bei
Radiotherapien und chemotherapeutischen Substanzen aus der Klasse der Topoisomerase-1I-
Hemmer, wie Etoposid, konnte die vermehrte Entstehung sekundidrer Malignome beobachtet
werden [72]. So beschreiben beispielsweise einige Studien eine gehdufte Entstehung sekundérer

Leukdmien nach Kombinationsbehandlungen mit Cisplatin und Etoposid [72].

Zusammenfassend ist die klinische Umsetzung einer AR/D I A-Inhibition auf pharmakologischer
Ebene in Bezug auf die Applikationsart, die Dosierung, aber auch die Vertrédglichkeit inklusive

moglicher Nebenwirkungen und Langzeitfolgen noch unerforscht.
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Anhang 2A: qRT-PCR zur Verifizierung der TCam-2-4ARID1A4™", siche Dissertation von Lukas Kurz, aus Kurz et
al. [41]

Anhang 2B: Westernblot zur Verifizierung der TCam-2-4ARID1A™", siehe Dissertation von Lukas Kurz, aus Kurz et
al. [41]
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