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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Maligne Keimzelltumoren des Hodens

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

In Deutschland erkranken derzeit jahrlich ungefahr 4750 Manner (10
Erkrankungen/100000 mannliche Einwohner/Jahr) an malignen Hodentumoren (RKI
und GEKID 2008). Sie bilden mit 2% der Gesamtzahl maligner Erkrankungen des
Mannes eine eher seltene Tumorentitdt und verursachen nur 0,2% aller
Krebssterbefélle bei Mannern (RKI und GEKID 2008). Besondere Relevanz erlangen
die Hodentumoren jedoch durch ihren frihen Krankheitsbeginn und die damit
verbundenen sozialen und psychologischen Auswirkungen (Familie, Beruf,
Sexualitat, Fertilitat) (Diekmann und Huland 2001).

Mit 95% stellen die testikularen Keimzelltumoren (TGCT) den gréf3ten Anteil der Ho-
dentumoren (Mikuz 2008). Sie sind die haufigsten bosartigen Neoplasien junger
Manner zwischen dem 15. und 34. Lebensjahr (Buetow 1995). Hierbei werden nach
der histologischen Unterscheidung zwei Altersgipfel, fir Seminome zwischen dem
30. und 40. Lebensjahr und fur nicht-seminomatdse Keimzelltumoren zwischen dem
20. und 30. Lebensjahr, beschrieben (Abb. 1) (Mikuz 2008).
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Abbildung 1: Schéatzung der altersspezifischen Inzidenz von TGCT in Deutschland 2004 (RKI
und GEKID 2008,S.75)



1 Einleitung

Weltweit ist seit Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts ein Inzidenzanstieg von TGCT
zu verzeichnen (Bergstrom et al. 1996; McGlynn et al. 2003). Dieser Anstieg war be-
sonders bei der weil3en Bevoélkerung Europas oder Nachfahren europaischer Emig-
ranten zu verzeichnen (Abb.2) (Jack et al. 2007; McGlynn et al. 2003). Es ist jedoch
im Allgemeinen ein Anstieg der Inzidenz, auch bei Menschen anderer ethnischer
Gruppierungen, zu beobachten (McGlynn et al. 2005; Shah et al. 2007; Walsh et al.
2008).

Alterssondardisierte Neuerkrankungen pro 1oo.co0 (Welkstandard)
Quelle: Globocan-Schatzung 2002, RKl-Schazungen fur Deutschland zooz und 2004

Manmner

Deutschland | 2004

Danemark _

Deutschland [2002

Schweiz _
-

~oee R
e R

Frankreich [
Gretbritannien || NG
oo
s
< R
i

gelgier [

o
.

iz [

Jzpan I

12 q i 3 [a]

Abbildung 2: Neuerkrankungen in Deutschland 2002 und 2004 nach RKI-Schatzung 1980-2002
und 1980-2004 im internationalen Vergleich (RKI und GEKID 2008, S.75)

Als Entstehungsursachen der TGCT werden allgemein Stérungen angenommen, die
frih in der Reifung und Differenzierung der Keimzellen liegen. Unter anderem wird
ein madgliches Vorliegen von gestorten Keimzellen bereits in der Fotalperiode ver-
mutet (Skakkebaek et al. 1987). Hieraus konnte eine Entwicklung der Malignome
unter Anderung der Homdostase der primordialen Keimzellnische durch endo- oder
exogene Faktoren, beispielsweise durch hormonellen Einfluss von Ostrogenen in der

Pubertét, resultieren (Looijenga et al. 2007). Als gesicherte Risikofaktoren gelten
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1 Einleitung

zum einen genetische Faktoren, wie durch ein vermehrtes familiares Auftreten zu
vermuten ist, sowie die Entwicklung eines TGCT im kontralateralen Hoden. Hierbei
sind die genauen Veranderungen allerdings noch unbekannt. Zum anderen wurden
verschiedene Umweltfaktoren unter dem Namen testikulares Dysgenesie-Syndrom
(TDS) zusammengefasst (Skakkebaek et al. 2001; Skakkebaek 2003; Sonne et al.
2008). Das TDS besagt, dass aufgrund von Umweltfaktoren mit antiandrogenen
und/oder 6strogenahnlichen Eigenschaften Stérungen entstehen, die die physiologi-
sche Entwicklung des Hodens (Leydig- und Sertoli-Zellen inbegriffen) negativ beein-
flussen konnen. Dies kann die Entstehung eines Maldescensus testis (Kryptorchis-
mus), einer Hypospadie und Infertilitdt férdern. Darlber hinaus kann es bei der
Progression eines TDS zur Entstehung maligner Keimzelltumoren des Hodens

kommen (Looijenga et al. 2011).

1.1.1.1 Das Tumorstammzellmodell

Der genaue Mechanismus der Entstehung von soliden Tumoren ist immer noch Ge-
genstand der Forschung und Thema vieler Diskussionen. Neben dem Modell, dass
eine reife Zelle unterschiedlichen genetischen Verdnderungen unterliegt, wurde das
Tumorstammzellmodell erneut etabliert, wobei sich die beiden Modelle nicht wieder-
sprechen mussen (Looijenga et al. 2007; Polyak und Hahn 2006).

Als Tumorstammzellen werden sich selbst erhaltende Zellen definiert, welche die
Mdoglichkeit besitzen, einen in der Zusammensetzung heterogenen Tumor zu gene-
rieren. Der genaue Unterschied zwischen Tumorstammzellen und normalen
Stammzellen ist noch nicht genau bestimmt, und es ist weiterhin mdglich, dass Tu-
morstammzellen lediglich Stammzellphé&notypen nachahmen oder die Form einer
veranderten Ubergangszelle annehmen (Passegue et al. 2003; Polyak und Hahn
2006; Smalley und Ashworth 2003). Die Tumorstammzellen teilen sich selten und bei
der Teilung entstehen zwei ungleiche Zellklone, eine weiterhin pluripotente und eine
in der Differenzierung und/oder Transformation fortgeschrittene Zelle (Uber-
gangszelle) (Smalley und Ashworth 2003; Trounson 2004).

Wie fur embryonale Stammzellen bekannt, nimmt man auch fur die Tumorstamm-
zellen an, dass sie in einer spezifischen Nische existieren und dort der Regulation
des vorhandenen Milieus unterliegen, genauer gesagt, dass sich die maligne Zelle

und das Milieu gegenseitig beeinflussen. So vermutet man, dass manche Zellklone
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abhangig von dem durch die malignen Zellen geschaffenen Milieu sind (Looijenga et
al. 2007; Weinstein 2002).

Solche Tumorstammzellen konnten fir AML (akute myeloische Leukamie) oder ma-
ligne Erkrankungen der Brust, der Lunge, des Pankreas, der Prostata, der Ovarien
und in Glioblastomen nachgewiesen werden (Bapat et al. 2005; Dick 2005; Huss et
al. 2004; Kim et al. 2005; Li C et al. 2007; Ponti et al. 2005; Shackleton et al. 2006;
Singh et al. 2003). Im Tierversuch entstanden aus einer sehr kleinen Anzahl von in-
jizierten Tumorstammzellen (n=200) vollstandige Tumoren, wahrend mit der Injektion
von reiferen Tumorzellen nur durch die Verwendung einer wesentlich groéf3eren
Anzahl von Zellen (n=50000) ein ahnliches Ergebnis erzielt werden konnte (Al-Hajj et
al. 2003). Weiterhin wird diskutiert, ob diese Zellen malignen Klonen entsprechen,
welche direkt aus der inneren Zellmasse entstammen und aus diesem Grund
Stammzelleigenschaften besitzen, oder ob reife maligne Zellen Stammzelleigen-
schaften wiedererwerben (Looijenga et al. 2007).

Dass aus Stammzellen maligne Erkrankungen entstehen kénnen, zeigt sich an einer
Vielzahl von hamatologischen Erkrankungen. Hier finden sich haufig maligne Klone
aus Vorlauferzellen der jeweiligen myeloischen Zellreihe. Ebenso kann man in die-
sem Kontext die TGCT nennen. So ist eine Seminom-Zelle als maligner Gegenpart
einer primordialen Keimzelle zu betrachten und eine EC-Zelle entspricht der malig-

nen Variante einer pluripotenten Zelle der inneren Zellmasse (Looijenga et al. 2007).

1.1.2 Klassifikation der testikuldren Keimzelltumoren

Nach therapeutischen und histogenetischen Kriterien werden die TGCT in Seminome
und Nicht-Seminome unterteilt. Nicht-Seminome kénnen dem Differenzierungsgrad
nach in embryonalen Stammzellen dhnelnde, undifferenzierte embryonale Karzinome
(EC), differenzierte (reife oder unreife) Teratome sowie in extra-embryonales
Gewebe differenzierte Chorion- und Dottersacktumore aufgeteilt wer-den. Es kdnnen
auch Mischformen vorkommen. lhren Ursprung nehmen Seminome und Nicht-
Seminome aus der ,Intratubuldren Keimzellneoplasie vom unklassifizierten Typ“
(IGCNU), wobei das spermatozytische Seminom als Untergruppe der Seminome

eine Ausnahme darstellt.

Eine genauere histologische Betrachtung unterteilt die Seminome in drei Gruppen:

Das klassische Seminom, das Seminom mit synzytiotrophoblastdren Riesenzellen
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und das spermatozytische Seminom. Die Tumorzellen des klassischen Seminoms
sind grof3, rund und weisen ein glykogenreiches, helles Plasma auf, in dem hyper-
chromatische Zellkerne mit deutlichen Nukleolen liegen, die charakteristischerweise
in Gruppen angeordnet und von Bindegewebssepten umgeben sind. Seminome mit
trophoblastaren Riesenzellen besitzen typischerweise p-hCG-produzierende
synzytiotrophoblastare Riesenzellen, die zu einer Erhéhung von B-hCG im Serum
auch bei Seminomen fihren kdnnen. Die Nicht-Seminome werden im Folgenden
ebenfalls genauer histologisch beschrieben: Beim EC ahmen die Tumorzellen
entdifferenzierte Epithelien nach. Die deutlich seltener vorkommenden Teratome
zeigen mikroskopisch Gewebsabkémmlinge aller drei Keimblatter, wobei typischer-
weise epitheliale Zysten, Hautanhangsgebilde, Muskeln, Knorpel und Knochen sowie
Darm und Bronchialschleimhaut zu beobachten sind. Dottersacktumoren treten
zumeist (75%) bei Kleinkindern auf und machen nur 2 % aller Keimzelltumoren aus.
Mikroskopisch zeigen die Tumorzellformationen in der Regel mikrozystische Areale
unter Ausbildung so genannter Schiller-Duval-Kérperchen. Die Dottersacktumoren
weisen immunhistochemisch eine Expression von a-Fetoprotein (AFP) auf. AFP wird
von den Tumorzellen sezerniert und lasst sich als Tumormarker im Serum bei TGCT
mit Dottersacktumoranteilen nachweisen (Mikuz 2008). Das Chorionkarzinom ist der
seltenste TGCT, der Plazentagewebe nachahmt und aus trophoblastaren und
synzytiotrophoblastaren Tumorzellen besteht. Die Tumorzellen besitzen immun-
histochemisch eine Expression des -HCG, welches sezerniert wird und dann im Blut
als Tumormarker bei TGCT bestimmt werden kann.

Nach der modifizierten WHO-Klassifikation von Looijenga zahlt man maligne
Keimzelltumoren des Hodens (Seminome und Nicht-Seminome) zu den TYP-II-
TGCT. Diese Unterteilung basiert auf der Bertcksichtigung der Tumorlokalisation,
dem Alter des Patienten, der histologischen Zusammensetzung, dem Muster des
genomischen Imprintings, der molekularen Markerexpression und der chromo-
somalen Konstitution (Looijenga 2009). Es werden hiernach funf Typen von

Keimzelltumoren unterschieden (Tab. 1).



1 Einleitung

Typ Ursprungszelle Histologie Marker fiir die Diagnose
| Embryonale Keimzelle (Unreifes) Teratom Zytakeratin
(jedoch nicht identifiziert) und/oder AFP
OCT3/4+/CD30- Dottersacktumor
0CT3/4 PLAP  S0X2 SOX17 CD30  AFP hCG  Cytokine
NANOG cKit
AP-2y
I Maligne primordiale Keimzel- ~ Seminom (und CIS) + +/-) - + - - - +/-(-)
le/Gonozyt Nichtseminom:
= -Embryonalkarzinom + -+ + - +/- - = +
Carcinoma in situ (CIS) - Dottersacktumor - - - - - /- - +
- Chorionkarzinom - - - - - - + +
- Teratom - - +- 4~ - - - +
[} Spermatogonie/Spermatozyt Spermatozytisches SSX, SCP1, XPA, DMRT1, Chk2, p53, p19INK4D, MAGE-A4,
= Seminom
intratubulares spermatozy-
tisches Seminom
\' Oogonie/Oozyt Dermoidzyste Histologie
v Windei/Spermatozoen Blasenmole Histologie
+ Homogene positive Farbung; +(/-) vorherrschend positive Farbung; +/- magliche heterogene Farbung; -+ magliche sporadische positive Zellen; - negativ.

Tabelle 1: Typ I-V-TGCT; modifizierte WHO-Klassifikation gemaR Looijenga (2009); S.352.

1.1.2.1 Chromosomale und molekulare Eigenschaften: IGCNU, Seminome und
EC

Die IGCNU reprasentiert die nicht-invasive Vorlauferlasion der Typ-lI-TGCT und als
nicht-invasives Korrelat des Carcinoma in situ anderer Tumorentitaten (Loy und
Dieckmann 1990; Looijenga 2009). Die IGCNU ist in den praexistenten Hodentubuli
lokalisiert und wird von einer intakten Basalmembran der Tubuli seminiferi in
Nachbarschaft der Sertoli-Zellen umgeben. Sie werden wie die reifenden Keimzellen
vom Mikromilieu der Keimzellnische beeinflusst. Die IGCNU-Zellen zeigen ahnlich
wie Seminom-Zellen eine deutliche Ubereinstimmung mit Gonozyten/primordialen
Keimzellen; dies betrifft sowohl die Morphologie, als auch das nicht vorhandene
klassische genomische Imprinting, die Telomeraseaktivitat und die hypomethylierte
epigenetische Konstitution (Albanell et al. 1999; Gondos 1993; Looijenga et al. 1998;
Looijenga 2008; Netto et al. 2008; Van Gurp et al. 1994). Hervorzuheben ist die
Expression von Genen, welche normalerweise dem Expressionsmuster embryonaler
Stammzellen entsprechen wirden (Looijenga 2009). Gene wie AP, OCT-3/4,
NANOG, AP2-y, UTF1 und andere finden sich in gleicher Weise in erwachsenen
Keimzelltumoren (Oosterhuis und Looijenga 2005; Rajpert-De Meyts 2006).

In der IGCNU werden wichtige Schritte zur somatischen Differenzierung tber unter-
schiedliche Mechanismen inhibiert. Aus diesem Grund wurden sie auch als in der
Reifung geblockte Keimzellen bezeichnet (Honecker et al. 2004). Genexpressions-

profile legten nahe, dass die IGCNU embryonale Stammzellen imitieren, was diese

6



1 Einleitung

Zellen von anderen erwachsenen Stammzellen unterscheidet, welche in spermato-
genetischen Keimzelllinien identifiziert wurden (Almstrup et al. 2005; de Roij und
Mizrak 2008).

Mit Ubergang der IGCNU in invasive TGCT kommt es zu einer fir TGCT typischen
strukturellen Anderung des Chromosoms 12. Dort lasst sich in 80% ein
Isochromosom 12 (i(12p)) nachweisen. Die Verdopplung des kurzen Armes des
Chromosoms 12 ist uniparenteral (Geurts vK et al. 1993). Auch wenn verschiedene
Thesen zur Bedeutung dieser Verdnderung existieren, so ist die genaue
pathogenetische Bedeutung noch nicht geklart (Looijenga 2009).

Seminom-Zellen unterscheiden sich von IGCNU-Zellen durch ihr invasives
Wachstum (Looijenga et al. 2007). Bei der Entstehung eines EC findet eine
genetische Reprogrammierung einer neoplastischen verdnderten primordialen
Keimzelle zu einer pluripotenten EC-Zelle statt (Looijenga 2009). Hierbei werden
Veranderungen des epigenetischen Musters (siehe unten) und eine differentielle
Genexpression beobachtet (Looijenga 2009). Dabei spielen, neben der klassischen,
klinischen Unterscheidung zwischen Seminom und EC, weitere Markergene eine
immer grol3ere Rolle (Horwich et al. 2006; Looijenga 2009). So exprimieren
IGCNU/Seminome und EC unter anderem die Stammzellmarker NANOG und OCT-
3/4 (POU5F1). In EC findet man im Gegensatz zum Seminom OCT-3/4 auch im
Zytoplasma lokalisiert (de Jong et al. 2005). Des Weiteren scheinen in der Tumorbi-
ologie der TGCT Gene der ,sex determining region Y (SRY)- box“-Gruppe eine wich-
tige Rolle zu spielen. EC exprimieren das Gen SOX2. Die Expression von NANOG,
OCT-3/4 in Kombination mit SOX2 definiert den Phanotyp EC (Tab.1) (Looijenga
2009). Diese drei Faktoren sind als sogenannte ,Masterregulatoren der Pluripotenz*
entscheidend an der Aufrechterhaltung der pluripotenten Eigenschaften in embryo-
nalen Stammzellen und EC-Zellen beteiligt (Boyer et al. 2005; Looijenga 2009).
Seminom-Zellen zeigen keine SOX2-Expression. In ihnen interagieren OCT-3/4 und
NANOG mit einem anderen Vertreter der ,sex determining region Y (SRY)- box“-
Gruppe, SOX17 (Tab.1l) (Looijenga 2009). Trotz der aufgeflhrten spezifischen Ex-
pressionsmuster sind die genauen Mechanismen, die zur Umwandlung der
IGCNU/Seminomzellen und zur Aktivierung der Pluripotenz in EC fiihren, noch unbe-
kannt (Looijenga 2007). Wie bereits erwéhnt, wird in diesem Kontext die Bedeutung

von epigenetischen Veranderungen, insbesondere der DNA-Methylierung diskutiert.
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Seminome besitzen grof3tenteils keine DNA-Methylierung, wahrend EC eher ein
DNA-Methylierungsmuster konkordant zu anderen Tumoren zeigen. Generell scheint
der Methylierungsgrad mit dem Differenzierungsgrad zuzunehmen. Die wenig diffe-
renzierten pluripotenten EC zeigen kaum DNA-Methylierung, wahrend die gut diffe-
renzierten Teratome die starkste Methylierung zeigen (Lind et al. 2007). Auf die ge-
naue Bedeutung und die Mechanismen der DNA-Methylierung soll hier nicht naher

eingegangen werden.

1.1.3 Klinik, Diagnose und Therapie der malignen Keimzelltumoren des

Hodens

Klinisch imponieren die TGCT haufig als schmerzlose Schwellung des Hodens,
wobei ein harter Palpationsbefund erhoben werden kann. GemaR der “Leitlinie zur
Diagnostik und Therapie von Hodentumoren auf der Grundlage evidenzbasierter
Medizin (EBM)“ (2002) kann die Diagnose eines Hodentumors durch klinischen
Befund, Sonographie, Bestimmung der Tumormarker sowie klinisch-chemischen
Parametern (AFP, B-hCG, LDH) gestellt werden (Albers et al. 2011). Die Tumoren
werden gemal der Klassifikation nach Lugano drei Stadien zugeordnet. Bei dieser
Einteilung werden die Ausbreitung des Tumors, der Lymphknotenbefall und der
Metastasierungsgrad bertcksichtigt. Zudem werden die Tumoren abhangig von der
IGCCCG (International Germ Cell Cancer Cooperative Group)-Klassifikation in drei
Prognosegruppen (Gunstige, intermedidre, unginstige Prognose) eingestuft. Hierbei
wird die Unterscheidung Seminom, Nicht-Seminom, die Konstellation der
Tumormarker, die Lokalisation von Metastasen und die Lokalisation des Primarius
betrachtet. Aus der Zusammenfihrung beider Klassifikationen wird die Entscheidung
zu Gunsten einer Therapiestrategie getroffen. Hierbei steht bei der Therapie von

Hodentumoren die chirurgische Intervention an erster Stelle.

Die weitere Behandlung erfolgt gemal den Leitlinien zur stadiengerechten Therapie

von Hodentumoren (Tab. 2).

Neben der Orchiektomie kommen die Verfahren der Radio/Chemotherapie zum
Einsatz. Zum grof3ten Teil zeigen Typ-lI-TGCT eine gute Ansprechbarkeit auf
Chemotherapeutika (Masters und Koberle 2003).
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Stadium Therapie

Seminom Stadium | -prophylaktische Radiatio des Retroperitoneums
mit einer Dosis von 20 Gy
-Surveillance ( bei guter Patientencompliance)

-Carboplatin-Mono-Chemotherapie (AUC 7)

Nichtseminom Stadium | -Surveillance ( bei guter Patientencompliance)
Klinisches Stadium la (pT1,keine GeféaRinvasion) -Chemotherapie mit 2 Kursen PEB

-Primére RLA( bei positiven Lymphknoten -> 2
Kurse adjuvante Chemotherapie PEB)
Klinisches Stadium Ib (pT2-pT4),GefaRinvasion Primér adjuvante Chemotherapie mit 2 Kursen
PEB

-primar RLA bei fehlender Patientencompliance

mit einer Rezidivwahrscheinlichkeit von 50%

Metastatische Hodentumoren

Seminom Stadium lla -Retroperitoneale Radiatio mit 30 Gy
Seminom Stadium llb -Retroperitoneale Radiatio mit 36 Gy oder
Chemotherapie mit 3 Kursen PEB

Seminom Stadium lic -Chemotherapie mit 3 Kursen PEB

Nichtseminom Stadium Il mit erh6hten Tumormarkern . o . .
-Adjuvante Chemotherapie mit 3 Kursen PEB,-> bei Residual-
tumormasse von >1 cm RLA mit Residual-tumorresektion

Nichtseminom Stadium mit niedriger Tumorlast und normalen L . S
9 -primére RLA oder adjuvante Chemotherapie mit 3 Kursen

Tumormarkern . . .
PEB-> bei Residualtumormasse von >1cm RLA mit
Residualtumorresektion

Nichtseminom intermediare und schlechte Prognosegruppe -Adjuvante Chemotherapie mit 4 Kursen PEB ->

bei Residualtumormasse von >1cm RLA mit

Residualtumorresektion

Legende: PEB- Polychemotherapie nach dem Schema Cisplatin, Etoposid und Bleomycin, Stadien angelehnt an die Lugano-
Klassifikation der Hodentumoren: Stadium |- organbeschrankt, Stadium lla- Vorliegen von retroperitonealen
Lymphknotenmetastasen unter 2 cm Durchmesser, Stadium Ilb- Vorliegen von retroperitonealen Lymphknotenmetastasen von

2- 5 cm Durchmesser, Stadium llc- Vorliegen von retroperitonealen Lymphknotenmetastasen von > 5 cm Durchmesser

Tabelle 2: Stadiengerechte Therapie nach den Leitlinien der Europaischen Gesellschaft fur
Urologie; gemal Eisenhardt et al.(2008), S.404

Seminome und IGCNU zeigen im Prinzip sowohl auf Strahlentherapie als auch
platinbasierte Chemotherapie ein sehr gutes Ansprechen. Nicht-Seminome hingegen
sind vor allem chemotherapiesensibel und sprechen kaum auf Strahlentherapie an
(Horwich et al. 2006). Diese Beobachtung wird auf Charakteristika ihrer Ursprungs-

zelle und die unterschiedlich ausgepragten embryonalen Eigenschaften der Entwick-
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lungslinien zurlckgefuhrt. Reife Teratomanteile (nach Verlust der embryonalen
Eigenschaften) sind sowohl chemo- als auch strahlenresistent. Es kommen
allerdings auch Nicht-Teratome und Seminome vor, die gegen platinbasierte
Chemotherapie resistent sind. Es wurden auf molekularer Ebene einige
Kandidatengene sowie epigenetische Variationen gefunden, die diesen Umstand
erklaren konnten. Hier wurden unter anderem eine Beteiligung des Methylierungs-
muster in TGCT an Resistenzentwicklung und dem Verlust der embryonalen
Eigenschaften (siehe oben) diskutiert. Die Hyper-Methylierung des CFLAR-
Promotors und die hieraus resultierende Aktivierung seiner Transkription wurde
beispielsweise mit Platin-Resistenz in Verbindung gebracht (Korkola et al. 2009).
Des Weiteren werden Mikrosatelliteninstabilitditen und Mutationen im BRAF-Onkogen
neben vielen weiteren Kandidatengenen als mdgliche resistenzen-beginstigende
Veranderungen beschrieben (Honecker et al. 2009; Mayer et al. 2002, Velasco et al.
2004 a,b)

1.2 Valproinsaure (VPA)

Valproinsaure ist ein sehr vielseitiges Pharmakotherapeutikum. Bei dem Wirkstoff
handelt es sich um eine verzweigtkettige organische Saure (2-Propylpentansaure)
mit einer guten Bioverfugbarkeit. VPA kann sowohl oral als auch intravents appliziert
werden. Obwohl VPA weitestgehend gut vertragen wird, kdnnen unter der Therapie
mit VPA starke Nebenwirkungen auftreten. Hierbei sind besonders die teratogene
Wirkung, Blutbildveranderungen mit vermehrter Blutungsneigung, Hepato- und
Pankreatotoxizitat zu nennen (Chateauvieux et al. 2010).

Seine erstmalige Anwendung fand VPA als Antikonvulsivum. 1973 wurde VPA fir
diese Anwendung in Deutschland zugelassen und wird bis heute wegen seiner guten
Vertraglichkeit und seiner Wirkung auf verschiedene Epilepsieformen haufig
verwendet. Als Wirkmechanismus werden eine Hemmung von aktivierenden
Calcium- und Natriumkanélen sowie die Verstarkung der inhibitorischen Wirkung von
GABA (Gammaaminobutyrat) diskutiert. VPA hielt Einzug in ein neues thera-
peutisches Feld im Jahre 1995, als es zur Phasenprophylaxe bipolarer Stdérungen,
besonders bei manischen Verlaufen, zugelassen wurde. Es folgten weitere
Anwendungsgebiete wie Migraneprophylaxe und Therapie des Clusterkopf-

schmerzes, in denen VPA positive Wirkung zeigte.
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Im Jahr 2001 konnten Gottlicher et al. eine neue Eigenschaft des Wirkstoffs be-
schreiben. Anhand von myeloischen Leuk&miezellen konnte er zeigen, dass VPA
antitumor6ds wirken kann. Hierbei wurde VPA als neuer Wirkstoff der Klasse der
Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACI) vorgestellt (Gottlicher et al. 2001).

1.3 Histondeacetylasen (HDACS)
HDACs spielen in der epigenetischen Regulation des Zellstoffwechsels, der
Zellentwicklung und Differenzierung eine wichtige Rolle (Delcuve et al. 2009).

Es werden vier Gruppen der HDACs, gemalR der Sequenz- und Domanen-
verwandschaft mit ihren orthologen Enzymen aus Hefen, unterteilt. Die einzelnen
Gruppen unterscheiden sich zudem in der von ihnen katalysierten Reaktion. Gruppe
Eins (HDAC-Subtypen 1, 2, 3, 8) und Zwei (HDAC-Subtypen: 4, 5, 7, 9) katalysieren
die Zink-abh&ngige Hydrolyse von Acetyl-Lysin-Aminoverbindungen im N-terminalen-
Bereich von Histonproteinen. Die HDACs der Gruppe Drei sind evolutionsbiologisch
nicht mit den Gruppen Eins, Zwei und Vier verwandt. Sie katalysieren die
Ubertragung von Acetylgruppen auf den Zuckeranteil des Nikotinamidadenin-
dinukleotidmolekuls (Blander und Guarente 2004). Die Gruppe Vier der HDACs bildet
die allein in hoheren Eukaryoten vorkommende HDAC 11, welche ebenfalls Zink-
abhangige Hydrolyse katalysiert. Sie entwickelte sich anders als die Enzyme der

Gruppe Eins und Zwei und wird deshalb separat gezahlt (Gallinari et al. 2007).

Die HDACs fungieren als Gegenspieler der Enzymgruppe der Histonacetyl-
transferasen (HATs). Von diesen wird die Acetylierung von Lysinresten im N-

Terminus von Histonproteinen katalysiert (Marks et al. 2003; Roth et al. 2001).

Neben den oben beschriebenen enzymatischen Funktionen werden vermehrt weitere
Funktionen einzelner HDACs diskutiert. So zeigt sich, dass neben den Histonen auch
andere Proteine im Zellstoffwechsel einer Deacetylierung unterliegen und so in ihrer
Funktion verandert werden (Glozak et al. 2005). Des Weiteren steht bei einzelnen
HDAC-Typen nicht die enzymatische Aktivitat, sondern die Wirkung in Komplexen
mit anderen Proteinen im Vordergrund. Hier seien Transkriptionsfaktoren oder mit
Chromatin-interagierende Proteine genannt (Gallinari et al. 2007). Der HDAC-
Subtyp-3 liegt interessanterweise nicht nur im Kern einer Zelle vor, sondern auch im
Zytosol und interagiert dort mit membranstandigen Proteinen (Longworth und
Laimins 2006).

11
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Die Wirkung der HDAC-Proteine unterliegt selbst strengen Kontrollmechanismen. Zu
diesen zahlen die Einbindung in Co-Repressor- bzw. Co-Aktivator-Komplexe, die
Aktivitatskontrolle durch Protein-Proteininteraktionen oder die posttranslationale

Modifikation der HDAC-Molekule durch beispielsweise Phosphorylierung.

Die besondere Bedeutung des Acetylierungsstatus der Histonproteine wird im

Folgenden erlautert.

Histonproteine dienen der Organisation der DNA im Zellkern. Bestehend aus acht
Untereinheiten (zwei Histon-H2A-Proteine, zwei Histon-H2B-Proteine, zwei Histon-
H3-Proteine und zwei Histon-H4-Proteine) bilden sie Histonoktamere. Die positive
Partialladung der Aminoséaureketten der Histonproteine tritt in Wechselwirkung mit
dem partial negativen DNA-Gerlst und bildet so ein Nucleosom (Abb. 3). Aus
mehreren Nucleosomen entsteht das Chromatin. Das Histonprotein 1 fungiert hierbei
als Verbindung zwischen zwei Nucleosomen und dient somit der Stabilisierung und
Aufrechterhaltung der hodheren Ordnung des Chromatins. Im N-Terminus der
Aminosaureprimarstruktur der Histonproteine findet sich mehrfach die Aminosaure
Lysin. Diese Lysin-Reste kénnen unterschiedlich modifiziert werden (Abb. 3), wobei
besonders Acetylierungen und Methylierungen der e-Aminogruppe eine Rolle
spielen.

Bei einer vermehrten Acetylierung (Hyperacetylierug) durch die oben beschriebenen
HATs kann die DNA, wegen Storung der Wechselwirkung zwischen Histonprotein
und DNA, nicht mehr an die Histonoktamere kondensieren. Die DNA liegt somit in
einer offenen Form vor und kann vom Transskriptionsapparat erkannt werden (Lee
und Young 2000). Umgekehrt kann die Deacetylierung (Hypoacetylierung) durch die
HDACs Uuber eine starkere Histon-DNA-Bindung zu einer verminderten Gen-

expression fuhren.

Neben der beschriebenen Anderung des Acetylierungsmusters von Histonproteinen
gibt es viele weitere Mdglichkeiten der epigenetischen Modifikation wie Histonmethy-

lierung (Abb.3), Histonphosphorylierung, Cytosin-Guanosin(CpG)-Insel-methylierung
der DNA, Ubiquitinierung, Sumoylierung und ADP-Ribosylierung, die den Zell-
stoffwechsel und die Expression von Genen beeinflussen kdnnen (Jason et al. 2002;
Jenuwein und Allis 2001; Lachner und Jenuwein 2002; Looijenga et al. 2007; Nathan
et al. 2003; Nowak und Corces 2004).

12
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Phosphorylation Acetylation

~ Ubiquitination

Abbildung 3: Die Abbildung zeigt die DNA-Organisation im Verbund mit Histonproteinen,
Nucleosomen und Chromatin. Des Weiteren werden die Lysin-Acetylierung, Lysin-Methyl-
lierung, Phosphorylierung und Ubiquitinierung als Modifikationen der Histonproteine und

der DNA gezeigt. Gemal Hunt (2013); S.384

1.4 Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACI)

Es ist bekannt, dass viele Tumoren ein verandertes Histonacetylierungsmuster und
eine Uberexpression von HDACs zeigen. Die so veranderte Expression von z.B.
Tumorsuppressorgenen oder zellzyklusregulierenden Genen schiitzt so den vitalen
Tumor (Géttlicher et al. 2001).

Die Gruppe der HDACI greift an dieser Stelle an und soll die Wirkung der HDAC-
Enzyme verandern. Eine gesteigerte Acetylierung der Histone soll zur Expression der
zunachst blockierten Gene fuhren und hierdurch zur Tumorwachstumsinhibition oder
zum Absterben des Tumors. Uber noch nicht genau geklarte Prozesse verandern
HDACI ebenfalls das DNA-Methylierungsmuster bzw. bewirken, dass methylierte
DNA dem Transkriptionsapparat besser zuganglich ist (Cervoni und Szyf 2001). In
Brustkrebszelllinien konnte gezeigt werden, dass VPA neben HDACs Proteine, die
fur die Struktur des Chromatins von Bedeutung sind, beeinflusst. Hier sind die
Proteine SMCs 1-6 (Structural Maintenance of Chromatin 1 bis 6), DNMT1 (DNA
methyl transferase 1) und HP1 (Heterochromatin Protein 1) zu nennen (Marchion et
al. 2005). Die Suppression dieser Gene fuhrt ebenfalls zu einer De-Kondensation

des Chromatins.
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Gottlicher et al. (2001) untersuchte die Wirkung von VPA am Beispiel der akuten
Promyelozytenleukamie (PML). Bei der PML entsteht durch eine chromosomale
Translokation t (15;17) ein Retinsaurerezeptorfusionsprotein, welches mit einem Co-
Repressorkomplex interagiert. Dieser unterdrickt in Verbindung mit HDACs die
Expression von oben beschriebenen Gengruppen (Tumorsuppressorgene, differen-
zierungs-assoziierte Gene). Die Behandlung eines Patienten mit VPA flhrte zur
Aufhebung des Differenzierungsblocks und zur Apoptose der Tumorzellen (Géttlicher
et al. 2001).

Die Gruppe der HDAC-Inhibitoren setzt sich aus heterogenen Molekilgruppen
zusammen, wobei die Wirksamkeit der einzelnen Stoffe stark variiert. Hiervon erhielt
der Wirkstoff Vorinostat/Zolinza (SAHA= suberoylanilide hydroxamic acid) als
Drittlinientherapie von Hautmanifestation beim kutanen T-Zell-Lymphom als erster
HDAC-Inhibitor seine Zulassung (Kelly et al. 2005; Olson E et al. 2006; Richon et al.
1996).

1.5 Zielsetzung

Die Wirkung von VPA auf unterschiedliche hamatologische und solide Tumor-
entitdten wurde in vielen Studien erforscht, wobei sowohl die direkte tumortoxische
Wirkung als auch die Fahigkeit, die tumortoxische Wirkung von anderen Wirkstoffen
zu erhdhen, untersucht wurden (Bug et al. 2005; Inoue et al. 2005; Soriano et al.
2007).

Im Rahmen meiner Dissertation beschaftigte ich mich mit der Wirkung von VPA auf
maligne Keimzelltumoren des Hodens. Zunachst sollte die Wirkung in vivo im
Mausmodell untersucht und anschief3end in vitro auf molekularer Ebene genauer

betrachtet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1

Chemikalie / Agens

100% Aceton

10 x Blocking Agent

10 x Inkubations-Puffer

20% N-Lauroylsarcosine

20 x Lauf-Puffer

20 x SSPE

25 x Fragmentations-Puffer

2 x HIRPM Hybridizations-Puffer
75% Ethanol (in DEPC-Wasser)
Acetonitril

Histon-H3-AK
Acetyl-Histon-H3-AK
Anti-active-Caspase-3-AK
Goat-anti-Rabbit-AK (Biotin konjugiert)
Bio-Rad Protein-Dye-Assay
Chloroform

Colorimetric cell proliferation assay (CellTiter 96®
Aqueous-Assay (MTS assay))

Dako REALTM EnVision™
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse

Detection  System

DNase-I

Fotales Kalberserum (FCS)
Glycin

GlycoBlue

HEPES Buffer Solution

HOPE-I-Protektionsldsung

Chemikalien und biochemische Agenzien

Produzent

Merck, Darmstadt, Deutschland

Agilent, Béblingen, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Agilent, Boblingen, Deutschland

Agilent, Boblingen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutsch-land
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutsch-land
R&D, Wiesbaden, Germany

Dako, Hamburg, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

Dako Hamburg, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
CC Pro, Neustadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ambion, Austin, USA

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

DCS Innovative
Deutschland

Diagnostik-Systeme, Hamburg,
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HOPE-II-Konzentrat

Isopropylalkohol

L- Glutamine 200mM

LDS Samplepuffer +4x Bromphenolblau
Low RNA input fluor linear amp kit
Magermilchpulver

Matrigel

Mausefutter
May-Giemsa-Grinwaldldsung
Medium RPMI

Natriumacetat
Nitrocellulose-Membran

NTERA-2-Zelllinie

Nuc Buster Extraction-Kit

Omniscript RT-Kit

PBS-Puffer (PBS Dolbecco)
PCR-Mini-Kit
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep.)
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
Primer

Rainbowmarker
Random-hexamer-Primer
Reduktionsreagenz

RNA SpikelnKit, two color

RNase OUT

RNase freies Wasser

RnaseZAP

RNeasy Extraction Mini Kit
SDS-PAGE Gel (10Wel)

SuperMount Medium

The QuickAmp labelling Cy3/Cy5two color

TCam-2-Zelllinie

DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Hamburg,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Life Technologies, Karlsruhe, Deutsch-land
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Agilent Technologies, Béblingen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Schutt, Géttingen, Deutschland

American Type Culture Collection, Manassas, USA

Kalbiochem, Novabiochem, Novagen, Darmstadt,
Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

MWG, Ebersberg, Deutschland

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Agilent, Boblingen, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Dako, Hamburg, Deutschland

Agilent, Béblingen, Deutschland

Abteilung Pathologie, Universitéat
Bonn, Deutschland
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Tris

TRIzol Reagent

Trypsin- EDTA (TEA)
Valproinsaure (VPA) Trockenpulver
Valproinsaure-Saft (Orfirilsaft)

Valpromide (VPM)

2.1.2 Gebrauchsmaterialien

Gebrauchsmaterialien
0,45X12 mm Kanilen
Cytofunnels

E-Cups (0,2ml,1,5ml, 2ml)
Einmal-Insulinspritzen
Kulturflaschen: 75cm?®, 25cm”?
Pasteur-Pipetten 150mm
Pasteur-Pipetten 230mm
Pipetten (1000pl, 100ul, 10ul, 2,5ul)
Pipetten-Spitzen
Port-Objekttrager

PP Test tubes 50ml,14ml

Rontgenfilm
Schreddersaule

Serologische-Pipetten 25ml,10ml,5ml

Zell-Schaber 25cm

2.1.3 Technische Gerate

Gerat

Agilent 2100 BioAnalyzer
Bioclav

Biofuge fresco

Biofuge stratos

BioTek uQuant' Microplate Spectrophotometer

G2505B Micro Array Scanner

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

GIBCO, Neu Isenburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Desitin Arzneimittel GmbH, Hamburg, Deutschland

Katwijk Chemie B.V., Katwijk, Niederlande

Produzent

Braun, Melsungen, Deutschland

Tharmac, Waldsolms, Deutschland

Sarstedt AG u. Co., Nimbrecht, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland

Sarstedt AG u. Co., Numbrecht, Deutschland
Wu, Mainz, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sarstedt AG u. Co., Numbrecht, Deutschland
Knittel Glas, Braunschweig, Deutschland
Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

Hyperfilm ECL, Amersham Buchler, Braunschweig
Qiagen, Hilden, Deutschland

Sarstedt AG u. Co., Niumbrecht, Deutschland

Sarstedt AG u.Co., Nimbrecht, Deutschland

Produzent

Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland
Schitt GmbH, Géttingen, Deutschland

Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland
Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland
BioTek, Bad Friedrichshall Deutschland

Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland
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HeaSafe Sterilbank

Hybridisierungsofen
Hybridisierungsofen
Hybridization Chamber
Kuhlschréanke

Magnetrihrer
Megafuge 1,0R
Mikroskop
Mikrowelle

NanoDrop Photometer

ND1000 Heating Block Thermocycler

pH-Meter
PowerPac200
Schuttler

Shandon Cytospin 4
Thermomixer 5436
Tissue Tek Prisma
Vortex Genie 2
Waage

Weitere Gebrauchsgegenstande

2.1.4 Tiere

Athymische Nacktmause

2.2 Methoden

2.2.1 Valproinsaure

Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland

Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland

Agilent Technologies, Bbblingen, Deutschland
Bosch, Gerlingen-Schillerhéhe, Deutschland

IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland

Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland
Zeiss, Gottingen, Deutschland

Sharp, Hamburg, Deutschland

Agilent Technologies, Bdblingen, Deutschland
Peglab, Erlangen, Deutschland

inoLab, Weilheim, Deutschland

BioRad, Munchen, Deutschland

IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland
Thermo Fischer, Dreieich, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sahera Finetek, Heppenheim, Deutschland
Bander u. Hobein AG, Zirich, Schweiz

Sartorius AG, Géttingen , Deutschland

Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland

Charles River, Sulzfeld, Deutschland

Aus VPA-Trockenpulver wurde eine 100-mM-Grundlésung mit serumfreiem Medium

hergestellt. Die Grundlésung wurde mit Zellkulturmedium verdiinnt, um gewinschte

Zielkonzentrationen zu erreichen (1, 2,5 und 5 mM).

Wahrend der meisten Versuche wurde eine Zielkonzentration von 5mM als hochst

vertragliche nicht toxische Dosis verwendet.

Den Versuchstieren wurde VPA oral (Orfiril®) mit dem Trinkwasser verabreicht.
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2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 NTERA-2-Zelllinie

NTERA-2-Zellen sind Abkommlinge eines pluripotenten humanen EC, ahneln
morphologisch Fibroblasten und wachsen einschichtig adhasiv.

Als Kulturmedium wurde ein Gemisch aus RPMI-1640 mit 100 1U/ml Penicillin,
100pg/ml Streptomycin, 2mM L-Glutamin, inaktiviertem 10% fetalem Kéalberserum
und 2,5% 1M HEPES verwendet. Das Arbeiten mit den Zellkulturen und das
Ansetzen des Kulturmediums erfolgten stets unter sterilen Bedingungen unter einer
dafir vorgesehenen Sterilbank. Alle hierbei bendtigten Gegenstande wie Pipetten
oder Zellschaber sind vom Hersteller steril verpackt, vorher autoklaviert, und
zusatzlich bei Benutzung, mit einem Bunsen-brenner abgeflammt worden. Um
optimale Wachstumsbedingungen zu erzielen, wurden die Zellen in einem
Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die Kultivierung begann mit einer
Zellzahl von 5 X 10° Zellen in einer Kulturflasche von 75 cm? und einem Volumen
des Kulturmediums von 15 ml. Zunachst adhéarierten die Zellen am Flaschengrund
und bildeten innerhalb von 3-4 Tagen eine geschlossene Zellschicht.

Um den optimalen Zeitpunkt des Passagierens zu erfassen und zu volle
Kulturflaschen mit einem maoglichen Absterben von Zellen zu vermeiden, erfolgten
regelmaRige Vitalitdtskontrollen unter einem Mikroskop. Des Weiteren signalisierten
Farbveranderungen des Kulturmediums von Rot (frisches Medium) hin zu Gelb
(n&hrstoffarmes Medium) einen nétigen Wechsel des Kulturmediums an.

Um die Zellen zu passagieren, wurde zunéchst das Kulturmedium mit einer
Pasteurpipette aus den Kulturflaschen abgesaugt. Hiernach wurde auf den Zellrasen,
zur Mobilisierung der Zellen, 4ml Trypsin-EDTA gegeben und erneut fur ein paar
Minuten im Brutschrank inkubiert. Schwammen die Zellen frei im Trypsin-EDTA, so
wurde diese Suspension mit einer Pipette in ein 50-ml-Tube Uberfihrt und mit PBS-
Puffer verdinnt. Die Verdunnung erfolgte, um die Zytotoxizitdt des Trypsin-EDTA
abzuschwéchen. Anschlie3end wurde die Suspension bei 1200 RCF fir vier Minuten
zentrifugiert. Hierbei bildete sich ein sichtbares Zellpellet. Der Uberstand wurde mit
einer Pasteurpipette abgenommen und verworfen, wahrend das Pellet in PBS-Puffer
resuspendiert und nochmals zentrifugiert wurde. Dieser Vorgang diente dem
Reinigen der Zellen und konnte unterschiedlich h&ufig wiederholt werden.

Ublicherweise erfolgten zwei bis drei Reinigungsschritte.
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Nach Beendigung des letzten Reinigungszyklus wurden die Zellen in Kulturmedium
aufgenommen, mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ausgezéhlt und 5 X 10° Zellen
in neue Kulturflaschen GUberfihrt. Zum Schluss wurden 15ml Kulturmedium
hinzugefugt.

Um die Zellen Uber einen langeren Zeitraum zu lagern, wurden sie in flissigem
Stickstoff (-192°C) kaltekonserviert. Hierfir wurde ein spezielles Einfriermedium
bestehend aus 95% Kulturmedium und 5% ,Cell freezing medium DMSO* verwendet,
wobei das DMSO als Frostschutzmittel diente. Im Anschluss an die zuvor
beschriebenen Waschschritte wurde das Pellet in 1ml Einfriermedium resuspendiert
und in Einfriergefal3e tberfuhrt. Diese wurden zunachst fiur zwei Tage bei -80°C und
anschlieBend in flissigem Stickstoff gelagert.

Beim Auftauen wurde die gefrorene Zellsuspension zigig mit 37°C warmem
Kulturmedium umspullt und somit gleichzeitig verdinnt, um die Zytotoxizitat des
DMSO zu minimieren. Die Suspension wurde in ein 50-ml-Tube Uberflhrt.
Anschliel3end erfolgten wie beschrieben einige Waschschritte mit PBS und das

Kultivieren im Kulturmedium.

2.2.2.2 TCam-2-Zelllinie

Die Zelllinie TCam-2 wurde uns freundlicherweise von Prof. Hubertus Schorle
(Abteilung Pathologie, Universitat Bonn) zur Verfugung gestellt. Diese Zelllinie
entstammt einem seminomatésen Keimzelltumor (Eckert et al. 2008). Die Zellen sind
polygonal, zeigen einen engen Zellkontakt und ein starkeres Wachstum als in losen
Zellverbanden. Das Kultivieren, Passagieren und Kryokonservieren der TCam-2-

Zellen entsprach des Prozederes fir die NTERA-2-Zelllinie.

2.2.3 Tierversuch
Im Tumormausmodell wurde die Wirkung von VPA auf Keimzelltumoren in-vivo

untersucht.

2.2.3.1 Versuchsaufbau

Nach einer Eingewdhnungsphase von zwei Wochen in Standardkafigen mit Luftfiltern
wurden die Versuchstiere in Gruppen von je 15 prophylaktisch, 15 nach Tumor-
wachstum zu behandelnde und 15 Kontrollmause aufgeteilt. Diesen Mausen wurden
Zellen der NTERA-2-Zelllinie injiziert. Weitere zwei Gruppen zu je neun Tieren

wurden zur Untersuchung der TCam-2-Zelllinie verwendet.
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Den Versuchstieren wurde jeweils ein Depot von 10° Zellen einer Zelllinie, geldst in
100ul PBS-Puffer und 100pl Matrigel, in den Nacken injiziert. Die Injektion erfolgte
mit 0,45 X 12 mm Kanulen und ,Einmal-Insulinspritzen®.

Eine Gruppe von Mausen erhielt prophylaktisch ab dem Zeitpunkt der Injektion, die
andere Gruppe ab einer palpablen Tumorgro3e (~28 Tage) VPA in Form von Ofrfiril-
Saft oral mit dem Trinkwasser verabreicht. Die Medikamentenkonzentration betrug
hierbei ~400mg/ kg KG/d. Die Kontrollgruppe erhielt weiterhin Wasser.

Da sich die Tumorwachstumsraten der beiden Zelllinien unterschieden, wurden die
Versuche nach verschiedenen Zeitpunkten beendet. Die Mause der NTERA-2-
Zelllinie wurden nach 75 Tagen getotet, die Tiere der TCam-2-Gruppe entsprechend
nach 90 Tagen. Die Mause wurden mit einer Uberdosis Kohlenstoffdioxid getétet.

Nach der Toétung erfolgte die Entnahme der Tumoren mit GréRenbestimmung und

Gewichtserfassung (Abb.4).

Abbildung 4: In-vivo-Mausmodell mit gewachsenen Tumoren. Entnahme der Tumoren.

2.2.3.2 Versuchstiere

Fur die Versuche wurden ausschlie8lich mannliche 25-30g schwere nu/nu-
Nacktmause (Charles River, Sulzfeld) benutzt. Die Tiere hatten freien Zugang zu
Trinkwasser und Mausefutter und wurden in einem zwdlfstiindigen Tag-Nacht-
Rhythmus gehalten. Die Versuche wurden in der Tierexperimentellen Einrichtung der
Universitatsmedizin Goéttingen durchgefihrt (Leiterin: Fr. Dr. vet. med. Sarah
Kimmina)

Der Versuch wurde vom Niedersachsischen Landesamt fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit Braunschweig genehmigt und den Tierschutzbestimmungen

entsprechend durchgefiihrt (Referenznummer 33.11.42502-04-058/07).
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2.2.4 Morphologie (Cytospins)

Die mit VPA behandelten Kontroll-Zellen wurden mittels Zentrifugation auf
Objekttragern fixiert und mit der May-Grunwald-Giemsa-Farbung sowie der Caspase-
3-Farbung untersucht. Mit 5mM VPA (ber 24h behandelte sowie unbehandelte
Zellen wurden isoliert, mit PBS-Puffer gewaschen und je 10x1015 Zellen auf den

Objekttragern fixiert.

Die Farbungen wurden nach Ublichen Standardverfahren durchgefthrt.

2.2.5 Mikroarray-Expressionsanalyse

Die Methode des cDNA-Microarrays wird genutzt, um die Genaktivitat in einem
Gewebe oder in Zellen zu bestimmen. Betrachtet wurden im vorliegenden Versuch
die Genaktivitaten von Zellen der NTERA- 2-Zelllinie und der TCam-2-Zelllinie unter
zwei verschiedenen Bedingungen: Zum einen jeweils 24 Stunden behandelt mit

5mM VPA und zum anderen nativ ohne Behandlung als Kontrolle (Abb.5).

Die Mikroarray-Gen-Analyse wurde in Kooperation mit dem Transkriptomanalysela-
bor, Universitatsmedizin Goéttingen, durchgefuhrt. Die Versuchsschritte wurden von
mir unter Anleitung durchgefihrt.

+ TGCT-Zelllinien

+VPA -VPA

24h RNA- Isolierung 24h

cDNA Micro array

Abbildung 5: Versuchsaufbau zur Durchfihrung der Microarray-Expressionsanalyse.

Zunachst wurde RNA gemal dem ,Standard Operating Procedure“(SOP) Protokoll
,RNA Isolation from cell cultures with TRIzol Reagent” (TAL 002.1) RNA aus den
TGCT- Zelllinien gewonnen. Die gewonnenen Proben wurden dber Nacht mit einer
DNAse (gemall SOP Nr. TALO006.1 ,DNase I-treatment of RNA®) behandelt.
Anschlie3end wurde die Integritat der RNA mittels eines ,Nano Drop“-Photometers

und eines Agilent-Bioanalyzers bestimmt (Abb.6 u.7).
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Die verwendeten Proben wiesen alle eine den Reinheitsgrad beschreibende ,RNA
integrity number® (RIN Nummer) von mindestens gro3er als 8,9 (Werte von 1-10 sind
maoglich, wobei 10 die reinste Stufe darstellt) auf. In Abbildung 6 und 7 sind als
Beispiel die photometrische Quantifizierung sowie die Qualitdtsbestimmung des
ersten Mikroarray-Versuchs, welcher mit der Zelllinie NTERA-2 durchgefuhrt wurde,
abgebildet (Abb.6 u.7).
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Abbildung 6: RNA-,,Nano Drop“-Photometermessung am Beispiel der NTERA-2-Zelllinie.

Die Proben wurden aufgeteilt. Ein Anteil wurde fir die Mikroarray-Genanalyse, der
zweite Anteil fir die Mikroarray-Ergebnisevaluierung mittels Quantitativer-real-time
PCR verwendet.

Im nachsten Schritt wurde die RNA mit Hilfe des "Low RNA input fluor linear amp kit"
umgeschrieben, amplifiziert und markiert. Die Markierung erfolgte nach dem ,two-
color“-Prinzip. Dies bedeutet, dass zwei unterschiedliche Fluoreszenz-markierte
Nukleotide verwendet wurden. Zum Abschluss erfolgte die Hybridisierung der Proben
auf einem Mikroarray-Chip gemafly ,Agilent 60-mer oligo microarray processing

protocol v2.1“ (SOP Nr. TAL008.3).
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Abbildung 7: RNA-Integritatsmessung am Beispiel des NTERA-2-Zelllinien-Versuchs.

Folgende Anderungen wurden am Protokoll vorgenommen:

1. Pro Kanal wurden zwei Mikrogramm markierte DNA zusammengemischt.
2. Die Proben wurden bei 98°C fur drei Minuten denaturiert.

3. Die Hybridisierung erfolgte bei 65°C.

4. Die Arrays wurden wie empfohlen kurz in Acetonitril gewaschen und dann ge-

trocknet.

Die Arrays wurden mit einem G2505B-Mikroarray-Scanner gelesen. Die
Quantifizierung der Fluoreszenzintensitaten jedes einzelnen Merkmals auf dem

Mikroarray erfolgte mit der “Feature Extraction 9.5.3"-Software von Agilent.

Die statistische Auswertung wurde von Herrn Opitz im Transkriptomanalyselabor

Humanmedizin Goéttingen durchgefihrt.
Statistisches Prozedere:

1. Normalisierung nach dem ,loess regression“-Verfahren (Yang YH et al. 2002) zur

Minimierung technischer Streueffekte.

2. Herstellung einer Vergleichbarkeit der Expressionslevel der Arrays durch Ska-

lierung jedes Arrays an der eigenen Standardabweichung.

3. Errechnung der Expressionsunterschiede jedes Oligonukleotidspots mit dem ,fixed
effects model“ (ANOVA) (Landgrebe et al. 2006).

4. P-Wert Abgleich mit der Benjamini-Hochberg-Methode.
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2.2.6 Nukleinsdureanalytik

Die Nukleinsaureanalytik beider Zelllinien diente zum einen der Evaluierung der
Mikroarray-Ergebnisse, zum anderen der Untersuchung ausgewahlter embryonaler
Stammzellfaktoren.

2.2.6.1 RNA-Isolierung

Far einen Anteil der Nukleinsaureanalytik wurde auf die mittels der , Trizol-Reagenz"-
Methode gewonnene RNA zurlckgegriffen. Zur Analyse der embryonalen
Wachstumsfaktoren wurde in einem separaten Versuchsansatz RNA mit einem
RNeasy extraction Mini Kit isoliert.

Beide Zelllinien TCam-2 und NTERA-2 wurden mit 5mM VPA Uber 24h behandelt.
Als Kontrolle diente eine aquivalente Menge unbehandelter Zellen.

Die Zellen wurden mittels eines Zellschabers geerntet und, nach zweimaligem
Waschen mit PBS, in 3-ME/RLT-Lysispuffer (1:100 1pl B-ME+99ul RLT-Lysispuffer)
aufgenommen. Nach kurzer Inkubationszeit auf Eis wurde das Zellgemisch mit einer
Quiagen-Auftrennsaule vorgereinigt.

Anschlielend folgten eine Fallung mit Ethanol und die Bearbeitung des
Durchflusses. Dieser Vorgang beinhaltet mehrere mit Sdulen und unterschiedlichen
Losungen (RW1, RPE) durchzufihrende Wasch- und Aufreinigungsschritte. Die

Integritat wurde mittels eines Agilent-Bioanalyzers ermittelt.

Die gewonnene RNA wurde in RNAse-freiem Wasser geldst und bei -80°C gelagert.

2.2.6.2 Reverse-Transkription (RT)

Zur Durchflihrung einer quantitativen PCR, muss zunachst gewonnene RNA mit der

Methode der RT in komplementare cDNA umgeschrieben werden.
Dieser Vorgang wurde mit dem Omniscript RT-Kit durchgeflhrt.

Zunachst erfolgte der Ansatz einer Arbeitslosung aus RT-Puffer, Desoxy-
ribonucleotiden, Hexaprimer, RNAse-Inhibitor und dem Enzym Reverse-Transkrip-
tase. Pro Probe wurden 500ng RNA eingesetzt. Die Menge an einzusetzender RNA-
Losung ergab sich aus der beim Mikroarray-Versuch per ,Nano Drop“- Messung
ermittelten RNA-Konzentration.

Die einzusetzende RNA-Menge wurde mit nucleotidfreiem Wasser aufgefullt und das
Wasser-RNA-Gemisch anschlieend bei 70°C funf Minuten im Thermocycler
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inkubiert. Dieser Schritt dient der Denaturierung der RNA und der besseren
Anlagerung des Hexaprimers. Es folgte das kurze Abklhlen auf Eis und die Zugabe
von 7ul der Arbeitslésung. Die Proben wurden gemischt, bevor sie wiederum im
Thermocycler fur eine Stunde bei 37°C inkubierten. Wahrend dieser Stunde wurde
die RNA durch die RTase in cDNA umgeschrieben. Durch ein funf-minutiges
Aufheizen der Proben auf 95°C wurde die Reaktion der RT mit der RNA abgestoppt.

Die so gewonnene cDNA-L6sung wurde mit 80ul RNA-freiem Wasser aufgefillt und
konnte anschlie3end direkt fur quantitative PCR-Versuche verwendet oder bei -20°C

gelagert werden.

2.2.6.3 Quantitative-real-time-PCR (q-RT-PCR)

Die Methode der g-RT-PCR wurde zur Evaluation der Mikroarray-Versuche und zur
Untersuchung von ausgewahlten embryonalen Stammzellfaktoren verwendet. Es
dienten bei der Evaluierung je sieben Gene als Kontrolle, welche unter Behandlung
mit VPA im Arrayergebnis bei beiden Zelllinien vermehrt exprimiert oder supprimiert

wurden.
Der Ansatz der PCR setzte sich wie folgt zusammen:

Zunachst wurde eine Grundmischung aus SybrGreen Mix (100mM KCI, 40mM Tris-
HCI pH 8,4, je 0,4,mM dNTPs, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, iTaqg DNA-Polymerase 50
Ul/ml, 6mM MgCl,, SYBR Green |, 20nM Fluoreszein und Stabilisierer), RNAse-
freiem Wasser und Forward- sowie Backwardprimer pipettiert. Zu jeweils 5ul
Mischung wurden 5ul cDNA hinzu gegeben. Anschlie3end wurden die PCR-Tubes
mit einer optischen Folie abgedichtet. Die Analyse erfolgte im Biorad I-Cycler.

Ergebnisse stellten sich als Cycle-Threshold (CT-Werte) dar, welche mit der , 2P

Delta € (M) Methode* (Livak und Schmittgen 2001) ausgewertet und darstellbar gemacht
wurden. Der CT-Wert gibt die Zyklenzahl an, bei welcher im Probengefal3 eine
bestimmte Produktkonzentration messbar wurde. Als Kontrolle und Housekeeping-
Gen wurde ARP verwendet. welches durch die Behandlung mit VPA nicht beeinflusst

wird.

Bei den meisten Genen war eine Zyklenzahl von 35 ausreichend. Lag ein Gen nur in
sehr geringer Menge vor und konnte bei einem PCR Lauf mit 35 Zyklen kein Produkt
nachgewiesen werden, so wurde ein weiterer Lauf mit 50 Zyklen durchgefihrt.
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PCR-Zyklusablauf Dauer Wiederholungen
Denaturierung und Aktivierung der iTag- | 15min. 1x

Polymerase bei 95°C

Denaturierung bei 95°C 30sec. 35x
Primerannealing bei primerabhangiger | 90sec. 35x

Temperatur

Elongation bei 70°C 30sec 35x
Fluoreszenzmessung 70°C 10min 1x
Warteposition bei 4°C - -

Tabelle 3: Quantitative-real-time-PCR-Zyklenubersicht

Gene Annealing (°C) Sense Antisense

ADRB2 S7 5- GGCAGCTCCAGAAGATTGAC -3 5 - TCCTGGATCACATGCACAAT -3’
ARP 59 5 -CGACCTGGAAGTCCAAC-3’ 5-ATCTGCTGCATCTGCTTG-3’
ARRDC4 S7 5-CTGTCTTCTCGGAGGTGGAG-3’ 5 -TCAGGTACCTTGGGTCGTTC-3’
EGR2 58 5-CGCCTCCTCCTCCTTATTCT-3 5 -CTGGGATCATTGGGAAGAGA-3’
GDF3 56 5- TGCCATCAAAGAAAGGGAAC -3’ 5 - GCAGGTTGAAGTGAACAGCA -3’
HMGA2 57 5'- AAGCAGCAGCAAGAACCAAC-3’ 5- TTGTGGCCATTTCCTAGGTC-3’
IGF 2 60 5- GACACCCTCCAGTTCGTCTG -3’ 5 - GGGGTATCTGGGGAAGTTGT -3’
IGF2BP1 56 5'- AAACAAAGGAGCCGGAAAAT -3’ 5 - CTCATCGGGGATGTAGGAGA-3’
MLF1 56 5- TCGAGCTCCAGGAGGAATAA -3’ 5- CCTCATCAAAAGCATGAGCA -3’
NANOG 58 5- TTCCTTCCTCCATGGATCTG -3 5- ATCTGCTGGAGGCTGAGGTA -3
OCT 3/4 58 5 - AGAAGGATGTGGTCCGAGTG -3 5- GTGAAGTGAGGGCTCCCATA -3’
PDPN 57 5- TCTGCCAACTTCAGAAAGCA -3° 5- ACGATGATTGCACCAATGAA -3’
PPAP2B 59 5- GACAGCAAAGTCCAGGAAGC -3’ 5 - GTGGTCTGATACGCGAGACA -3’
SOX 17 58 5 - CAGAATCCAGACCTGCACAA -3’ 5- GCGGCCGGTACTTGTAGTT -3’
SOX 2 58 5 - CAAGATGCACAACTCGGAGA -3’ 5- CTCCGGGAAGCGTGTACTTA -3°
TDGF1 56 5"- ACAGAACCTGCTGCCTGAAT -3’ 5- AGAAATGCCTGAGGAAAGCA -3’
VDR 58 5"- GCCCACCATAAGACCTACGA -3’ 5 - AGATTGGAGAAGCTGGACGA-3’

Tabelle 4: Primertbersicht
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2.2.7 Proliferationsassay

Zellwachstum und Proliferation wurden mittels ,Colorimetric cell proliferation assay”
bestimmt. Es wurden 5 x 10° Zellen in 100 pl Medium pro Well auf eine 96-Well-
Platte gegeben und fur 24h inkubiert. Anschlie3end wurden die Zellen fir 24h mit
VPA gel6st in Medium behandelt. Nach 24h wurde das Zellwachstum mittels 20ul
,dye solution® gestoppt und nochmals fur zwei Stunden bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Zur Analyse wurde ein Microplate Spectrophotometer verwendet. Hierbei

wurde die Absorption bei 490 nm und als Referenz bei 650 nm gemessen.

2.2.8 Protein-Analytik

Um Vergleiche unserer Stimulationsversuchsergebnisse auf RNA-Ebene mit
Veranderungen auf Proteinebene zu ermdglichen, wurden Proteine aus stimulierten
wie auch unstimulierten Zellen beider Zelllinien gewonnen. Diese wurden
gelelektrophoretisch nach Ladung und Molekulargewicht aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet und nach Primar-/Sekund&arantikbrperreaktionen

mittels Chemielumineszenz sichtbar gemacht.

2.2.8.1 Protein-Extraktion

24h vor Beginn der Isolation wurden beide Zelllinien TCam-2 und NTERA-2 mit 5mM
VPA behandelt. Eine zweite aquivalente Zellmenge diente jeweils unstimuliert als

Kontrolle.

Mit einem Zellschaber wurden die Zellen aus der Kulturflasche geerntet und

anschlieRend zweimal mit PBS gewaschen.

Alle weiteren Schritte wurden gemaR dem Nuc Buster Extraction™ Kit durchgefiihrt.
Dies beinhaltete zwei Lyseschritte mit dem Nuc Buster Reagent-1, Nuc Buster
Reagent-2 sowie eine Protease-Inhibitor-Behandlung. Die Kernproteine wurden nach
Zentrifugation im Uberstand isoliert.

Da die zu untersuchenden Gene auf Proteinebene vor allem im Kern zu finden sind,

genugten uns selbige zur weiteren Untersuchung.
Die isolierten Proteine wurden jeweils als 50 pg-Aliquot bei -80°C gelagert.

Des Weiteren wurden die Proteine mit der Methode nach Bradford quantifiziert.
Durch die Bindung von Coomassie-Brilliant-Blau G 250 an Proteine verschiebt sich
das Absorptionsmaximum des Farbstoffs (465 nm ohne Protein, 595 nm nach
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Proteinbindung). Es wurde ein Protein-Assay der Firma Bio-Rad verwendet, die

Durchfihrung folgte der entsprechenden Anleitung.

2.2.8.2 Westernblot

Ein Protein-Aliquot wurde zundchst mit eiskaltem Aceton gefallt und in WB-
Probenpuffer (Tris/Glycinpuffer) aufgenommen. Jeder Probe wurde 10upl LDS-
Samplepuffer 4XBromphenolblau und Reduktionsreagenz hinzugefiigt. Dies diente
der Proteinfarbung und der Vermeidung von intramolekularen Wechselwirkungen.
Anschlielend wurden die Proteine bei 95°C fur 5min. denaturiert. Die Reaktion

wurde auf Eis gestoppt.

Die Auftrennung erfolgte in einer vertikalen Gelelektrophoresekammer. Zunéchst
wurde ein 10 Wel Elektrophoresegel in der Kammer positioniert. Hierdurch
entstanden zwei Kompartimente. Das aul3ere Kompartiment wurde mit Lauf-Puffer
(-,Running-Buffer®) gefullt. Das innere Kompartiment wurde mit Lauf-Puffer, erganzt

mit Antioxidanz befllt.

Die aufzutrennenden Proteine wurden in die Geltaschen pipettiert und die Kammer
an eine Spannungsquelle angeschlossen.

Transfer-Puffer

) Lauf-Puffer
3,028g Tris
50ml ,MES-Running-Buffer*
14,4139 Glycin
Innere Kammer + 400ul Antioxidanz
200ml Methanol

950ml Aqua bidest

1l Aqua bidest.

Die Elektrophorese wurde 45 min. mit einer Spannung von 200 V durchgefihrt.

Anschlie3end wurde das Gel in Transfer-Puffer Gberfihrt und in der Blotkammer auf
einer Nitrocellulosemembran zwischen drei Lagen Transfer-Puffer-getrankten
Filterpapiers eingebettet. Die beladene Blotkammer wurde flr eine Stunde an eine
Stromstérke von 0,04 A angeschlossen. Nach Ablauf des Blotvorganges wurde die
nun mit Proteinen beladene Membran fur 1h in 5% Magermilch-TBST inkubiert, um
die nicht fir eine Antikdrperbindung gewinschten freien Proteinbindungsstellen

abzusattigen. Dann wurde die Membran Uber Nacht bei 4°C in einer BSA-
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Primarantikorperlosung inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran zunéachst
mehrfach mit TBST-Waschpuffer gewaschen, um sie von nichtgebundenen
Antikdrpern zu saubern. Im Anschluss folgte eine einstiindige Inkubation in einer 5%
Magermilch-TBST-Sekundarantikorperlosung. So entstanden Primar-/Sekundar-
antikorperkomplexe. Die Sekundar-AK waren alle HRP-konjugiert. Die Visualisierung
der Protein-AK-Komplexe erfolgte mittels verstarkter Chemielumineszenz nach
Anleitung des Herstellers (HRP-Aktivierung der Chemielumiszenz). Das Signal wurde
nach kurzem Kontakt (1-5min.) der Membran mit einem R&ntgenfilm in einer mit

Verstarkerfolien ausgekleideten Rontgenkassette sichtbar

TBST-Waschpuffer pH 7,4
12,119 Tris
17,53g NaCl
Rauchende Salzsaure 37% pH-Einstellung
0,1% Tween

In Aqua bidest 2|

2.2.8.3 Wiederaufbereitung der Membran

Die wie in 2.2.8.2 beschrieben hergestellte Membran lie3 sich fir weitere
Untersuchungen verwenden. Mit einem speziellen Losepuffer (Stripp-Puffer) wurden
die Priméar-Sekundarantikbrperkomplexe von der Membran gelost. Nach einer
einstindigen Inkubation in diesem ,Stripp-Puffer, wurde die Membran mit TBST eine

Stunde gewaschen, wobei der Waschpuffer mehrfach ausgetauscht werden muss.

Stripp-Puffer pH 7,4
10g TRIS
200ml 10% SDS-Solution

7ml R-Mercaptoethanol

Rauchende Salzsaure 37% pH-Einstellung

Anschlie3end konnte die Membran mit 5% Magermilch-TBST geséttigt und mit einem

neuen Antikérper markiert werden.
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Das Arbeiten mit dem ,Stripp-Puffer® sollte auf Grund des R-Mercaptoethanols
unbedingt unter einem Abzug durchgefuhrt werden.

2.3 Statistisches Prozedere

Alle g-RT-PCR- und Proliferationsuntersuchungen wurden mit Hilfe von Microsoft
Excel ausgewertet. Die Errechnung der p-Werte erfolgte mit dem ungepaarten t-Test
und one-way ANOVA gefolgt von Bonferroni post hoc Analyse oder Dunetts mutiple
Comparsion Test. Die Signifikanzwerte wurden als*p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001
angegeben. Die Standardabweichungen und alle Auswertungen wurden mit Hilfe der
GraphPad Prism Software (GraphPad Prism® Version 4.0 fur Windows® Microsoft)
durchgefuhrt. Alle gRT-PCR-Untersuchungen und Proliferationsassays wurden in
dreifachen Ansetzungen in Triplikaten durchgefuhrt.

Die statistische Auswertung der Mikro-Array-Expressionsanalyse wurde von Herrn
Opitz im Transkriptomanalyselabor Humanmedizin Goéttingen nach o.g. Prozedere
(2.2.5) durchgefunhrt.

Die Auswertung und Quantifizierung der Apoptoserate anhand der Zentrifugen-
praparate erfolgte durch Auszahlen der Gesamtzellzahl sowie dem Auszéahlen der
apoptotischen Zellen in drei Gesichtsfeldern. Die Abbildung erfolgte als prozentualer

Anteil der apoptotischen Zellen im Bezug auf die Gesamtzellzahl.
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3.1 Valproinsdure hemmt das Tumorwachstum im TGCT-
Mausmodell

Die in-vivo-Untersuchungen mit den athymischen Nacktm&usen wurden zum einen
nach 75 Tagen (NTERA-2-tragende Mause), zum anderen nach 90 Tagen (TCam-2-
tragende Mause) beendet (Abb.8).

g s.c. Applikation
11 | Kontrolle l od
04 28 Prophylaxe Gruppe (400mg/kg/d)75
od
+VPA Therapie Gruppe (400mg/kg/d)

Kontrolle Therapie Prophylaxe

Abbildung 8: A: Tierversuchsaufbau. Nach der s.c.-Applikation der Zellen wurde die
Prophylaxe-Gruppe sofort mit VPA (~400mg/kg/d) p.o. behandelt. Die Therapie-Gruppe wurde
nach tastbarem Tumorwachstum (~28d) auf gleiche Weise behandelt. B: Mause der
unterschiedlichen Gruppen mit entsprechenden s.c. Tumoren.

Die prophylaktisch behandelte Gruppe der NTERA-2 Mause zeigte eine Reduktion
der TumorgrofRe um 87 + 22.8% bezogen auf die Kontrollgruppe, wahrend sich die
TumorgréfRe der nach Tumorwachstum behandelten Mausgruppe um 61 + 28,3%
verringerte (Abb. 9). Die Behandlung der TCam-2-Zellen-tragenden Mause ergab
keine signifikante Anderung der TumorgréRe (Daten nicht gezeigt). Hier zeigte sich
allerdings ebenfalls eine Tendenz der wachstumsinhibierenden Wirkung von VPA.
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Tumorvolumen [%_der Kontrollgruppe]

Kontrolle
Therapie

Prophylaxe

Abbildung 9: Tumorvolumen der NTERA-2-Xenograft-Mause. Unter VPA-Behandlung konnte
sich eine signifikante Abnahme des Tumorvolumens sowohl in der nach Tumorwachstum
behandelten Therapie-Gruppe als auch in der sofort nach Applikation behandelten Prophylaxe-
Gruppe zeigen (Jeweils 15 Tiere in Kontroll-, Therapie- und Prophylaxegruppe). (Signifikanz *p
<0.05)

3.2 VPA-Wirkung auf Histonprotein-H3

Um zu verifizieren, ob VPA auch in TGCT zu einer Hyperacetylierung der
Histonproteine fuhrt, wurden aus den Zelllinien NTERA-2 und TCam-2 nukleare
Proteine extrahiert. Mittels Westernblot-Proteinanalytik konnte gezeigt werden, dass
die Behandlung mit VPA in TGCT-Zelllinien zu einer Zunahme der acetylierten Form
von Histonprotein-H3 bei konstanter Gesamtmenge fihrt und dieser Effekt
dosisabhangig ist (Abb.10).

17 kDa { - rlAcetyIH3
NTERA-2 —

0 051 5 10 VvPA (mM)

17 kDo st AN Acoty! HO
TCam-2

15 KD2 i |3
0 05 1 5 VPA(MM)

Abbildung 10: Expression von Histon-H3-Protein in TGCT-Zelllinien nach VPA-Behandlung
(24h). Durch Westernblot-Analysen konnte in den TGCT-Zelllinien NTERA-2 und TCam-2 mit
steigender VPA-Konzentration eine deutliche Zunahme der acetylierten Proteinform von H3 bei
konstanter Gesamtproteinexppression nachgewiesen werden.
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3.3 Mikroarray-Expressionsanalyse

Nachdem im Tierversuch deutliche antitumordse Effekte durch VPA zu erkennen
waren und in den Zelllinien NTERA-2 und TCam-2 die Histonacetylierung verifiziert
werden konnte, untersuchten wir auf Genebene, welche differentielle Genver-
anderungen durch die VPA-Behandlung induziert werden. Um mdglichst umfassend
Veréanderungen feststellen zu kénnen, benutzten wir die Methode der Mikroarray-
Expressionsanalyse.

Zunachst wurden die Zelllinien bzw. tumorspezifischen Expressionsmuster betrachtet
und mit vorausgehenden Studien von Biermann et al. (2007), Eckert et al. (2008);
Korkola et al. (2006), Loojienga (2008) und Skotheim et al. (2005) verglichen. Hierbei
konnte eine hohe Konkordanz der Daten festgestellt werden.

Der Unterschied zwischen behandelten und nicht-behandelten Zellen wurde als ,Fold
Change” abgebildet. Da die Untersuchungen der beiden Zelllinien nicht im gleichen
Versuchsansatz erfolgten, durfen die ,Fold-Change“-Werte der Zelllinien nicht direkt
miteinander verglichen werden. Es ist jedoch erlaubt die Tendenz (vermehrte,

verminderte oder unterschiedliche Expression) miteinander zu vergleichen.

Die Analyse der Zelllinie TCam-2 ergab eine Kandidatenliste von 1810 differentiell-
exprimierten Genen (p<0.05; Fold Change>2.0), wovon 526 Gene eine Veranderung
des Fold Change-Wertes groRer als drei zeigten (p<0.05; Fold Change>3.0). Fur die
Zelllinie NTERA-2 fanden sich 1061 Kandidaten-Gene (p<0.05; fold change>2.0).Von
diesen wurden wiederum 258 entsprechend deutlich verandert exprimiert (p<0.05;
fold change>3.0).

Es ergaben sich Ubereinstimmungen im Expressionsmuster der beiden behandelten

Zelllinien fur 429 Gene.

Um einen Uberblick tber die Vielzahl von Genen zu erlangen, wurden die Gene
funktionellen Gruppen zugeordnet. Fur die Einteilung wurde von Herrn Opitz im
Transkriptomanalyselabor Universitat Goéttingen die Ontologiekonsortiumdatenbank

verwendet.

3.4 Mikroarray-Evaluation mittels q-RT-PCR
Um die Mikroarray-Ergebnisse zu evaluieren, wurden mittels g-RT-PCR-Analyse
ausgewdahlte Gene betrachtet und mit den Mikroarray-Daten verglichen. Hierzu

wurden je sieben Gene jeder Zelllinie betrachtet, welche unter Behandlung vermehrt
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(Abb. 11A) oder vermindert (Abb.11B) exprimiert wurden. Alle evaluierten Gene
konnten das Mikroarray-Ergebnis bestatigen.
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Abbildung 11: Microarray-Evaluation statistisch signifikant regulierter Gene der TGCT-
Zelllinien NTERA-2 und TCam-2 nach VPA-Behandlung (5mM/24h). Mittels q-RT-PCR konnten in
beiden TGCT-Zelllinien vermehrt (A) und vermindert (B) exprimierte Gene nachgewiesen
werden. ARP (housekeeping gene). Signifikanz: ** <p 0.01; *** p < 0.001

3.5 VPA und Proliferation in TGCT
VPA konnte bereits in vielen Studien ein antitumordses Potential zeigen. Hierbei

wurde betrachtet, ob VPA Uber die Regulation der Proliferation eine Wirkung erzielt.
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Zunachst konnten wir mittels eines Proliferationsassays eine signifikante
konzentrationsabhéngige Abnahme der Proliferationsaktivitat und des Zellwachstums
der Tumorzelllinien zeigen. Abbildung 12 zeigt exemplarisch die Ergebnisse fur die
NTERA-2-Zelllinie. Hierbei wurde Valpromide, ein Valproinsaurederivat ohne HDACI-
aktivitat, als Negativkontrollsubstanz verwendet.

1004

Zellwachstum [%]
2]
o
1

mM VPA

Abbildung 12: Proliferation der TGCT-Zelllinie NTERA-2 nach VPA-Behandlung.

Nach VPA-Behandlung (1, 2.5, 5mM) fur 24h zeigt die TGCT-Zelllinie NTERA-2 eine konzen-
trations-abhéngige Wachstumsinhibition (Venkataramani et al. 2012).

a: Kontrollzellen b: negativ Kontrolle mit VPM (2,5mM). Signifikanz: *** p < 0.001

In der Mikroarray-Expressionsanalyse lieRen sich fur die nicht-seminomattse
Zelllinie NTERA-2 49 (p<0.05) proliferations-assoziierte, unter VPA-Behandlung
differentiell exprimierte Kandiadatengene beschreiben. Fir die seminomattse
Zelllinie TCam-2 fanden sich unter gleicher Behandlung 72 Kandidatengene
(p<0.05). Eine Auswahl der Gene ist in Abbildung 13 A u. B dargestellt. Diese Gene
wurden nochmals genauer in Rezeptor-assoziierte Gene und extrazellulare Faktoren,

Zellzyklus-assoziierte Gene und Transkriptionsfaktoren unterteilt.
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Abbildung 13: Differentielle Proliferations-assoziierte Genexpression in den TGCT-Zelllinien
NTERA-2 und TCam-2 nach VPA-Behandlung (5mM/24h). A: NTERA-2-Zelllinie. B: TCam-2
Zelllinie.
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3.6 VPA-induzierte Apoptose in TGCT

Die zytologischen Untersuchungen zeigten, dass VPA in der verwendeten Konzen-
tration (5mM) und Uber 24h Behandlungszeit in den beiden TGCT-Zelllinien NTERA-
2 und TCam-2 eine Caspase 3-vermittelte Apoptose induzierte (dargestellt anhand

der seminomatdsen Zelllinie TCam-2) (Abb.14).
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Abbildung 14: VPA-induzierte Apoptose in TGCT-Zelllinien. Giemsafarbung (A) und
immunzytochemischer Nachweis der aktiven Form von Caspase-3 (B). VPA-Behandlung (5 mM,
24 h) der TGCT-Zelllinie TCam-2 Zunahme der Apoptoserate und Caspase-3-Aktivierung in der
Tumorzelllinie. (A, B), Quantifizierung der Apoptoserate und Caspase-3-Aktivitdtszunahme (C,
D). Signifikanz: ** p <0.01

Die durchgeflihrte Expressionsanalyse zeigte auf mRNA-Ebene eine differentielle
Expression von Apoptose-assoziierten Genen. Fir NTERA-2-Zellen fanden sich 60
Kandidatengene. Fir TCam-2-Zellen entsprechend 65 Kandidatengene. Diese

lieBen sich sowohl der intrinsischen als auch der extrinsischen Apoptose-
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Aktivierungskaskade zuordnen. Von besonderem Interesse war hierbei die
Beobachtung, dass VPA die Expression des Resistenz-assoziierten Apoptose
Kontrollgens CFLAR in beiden Zelllinien supprimiert (NTERA-2: -2.2 Fold Change,
p=0.0268; TCam-2: -3.5 Fold Change, p=0.0186).

3.7 VPAinduziert Differenzierung und verandert das Stamm-
zellgenmuster in TGCT

EC und Seminome imitieren in ihrem Expressionsmuster bis zu einem bestimmten
Grad embryonale Stammzellen (EC) oder primordiale Keimzellen (Seminom). Als
diagnostische Marker und ebenso auf ihre mégliche Bedeutung in der Biologie der
TGCT bezogen, spielen die so beschriebenen ,Masterregulatoren der Pluripotenz”
NANOG, OCT-3/4 und SOX2 eine bedeutende Rolle (Looijenga 2009). Unter
Behandlung mit VPA konnte eine verminderte Expression von OCT-3/4 und NANOG
in beiden Zelllinien gezeigt werden (Abb.15, Abb.16). Auch auf Proteinebene konnte
die in WeiterfUhrenden Untersuchungen eine verminderte Expression fir OCT-3/4
und NANOG bestatigt werden (Venkataramani et al. 2012). Das SOX2-Gen wurde in
der EC-Zelllinie NTERA-2 signifikant supprimiert (Abb.15, Abb. 16 A), SOX17
entsprechend in TCam-2-Zellen (Abb.15, Abb. 16 B). In NTERA-2-Zellen gilt SOX17
zudem als Differenzierungmarker und wurde interessanterweise unter VPA-
Behandlung vermehrt exprimiert (Abb.15, Abb.16 A).
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Abbildung 15: VPA-induzierte Anderung des Stammzellgenmusters in TGCT-Zellinien. VPA-
Behandlung (5mM/24h). Signifikanz: ** p < 0.001

39



3 Ergebnisse

VPA supprimierte neben OCT-3/4, NANOG und zelllinienabh&ngig SOX2 und SOX17
die Expression weiterer Stammzellmarker (z.B.GDF3, PODXL) in beiden Zelllinien
(Abb.16). Hierunter fielen auch Zielgene der genannten Schliisselregulatoren wie
z.B. TDGF1.

Der Suppression der Stammzellmarker stand in beiden Zelllinien die vermehrte
Expression von Differenzierungsmarkern unter VPA-Behandlung gegenuber
(Abb.16). Hierbei wurden in NTERA-2-Zellen sowohl mesodermale (z.B. IGFBP3),
ectodermale (z.b. NGFR) als endodermale Marker (z.B. SOX17) vermehrt exprimiert
(Abb.16 A).

Nettersheim et al. (2011) zeigten, dass TGF-f1, EGF und FGF4 in der
seminomatdsen TGCT-Zelllinie TCam-2 Differenzierung induzieren kann. Hierbei
entstand ein trophoektodermaler Zelltyp. TCam-2-Zellen exprimierten durch VPA-
Behandlung die von Nettersheim aufgefuhrten trophoektodermalen Marker TEAD1
und GATA 6 vermehrt (Abb.16 B). Die drei Faktoren induzierten hierbei einen Block
des BMP-, eine Aktivierung des Hippo- sowie eine Inhibition des LIN28/BLIMP1-
Signalwegs. Unsere Untersuchungen konnten zeigen, dass sich durch VPA, der
Wirkung von TGF-B1, EGF und FGF4 entsprechend, die genannten Signalwege
beeinflussen kénnten. So zeigten sich nach 24h Behandlung mit 5mM VPA die Gene
BLIMT1 (-1.45 Fold Change, p =0.013), YAP1(-2.32 Fold Change, p=0.04) und

SMAD1(-1.6, p=0.024) in der Mikroarray-Expressionsanalyse vermindert exprimiert.
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Abbildung 16: VPA-induzierte Expressionsanderung von Stammzellmarkern in TGCT-Zelllinien.
VPA-Behandlung (5mM/24h). A: NTERA-2-Zelllinie. B: TCam-2-Zelllinie.
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4 Diskussion

Diese Dissertation befasst sich mit der Wirkung von Valproinsaure, einem HDACI,
auf maligne Keimzelltumoren des Hodens.

In unseren Untersuchungen konnten wir zeigen, dass der HDACIi Valproinsaure in
vivo (im Nacktmausmodell) zu einer Tumorreduktion und Wachstumsinhibition von
TGCT fuhrt.

Es konnte gezeigt werden, dass VPA, entsprechend der Wirkung auf andere
Tumorentitaten, in vitro eine Anderung des epigenetischen Musters, genauer eine
Hyperacetylierung der Histonproteine zur Folge hatte.

In der Mikroarray-Analyse fanden sich eine differentielle Expression von 1061 Genen
(NTERA-2-Zellen) und 1810 Genen (TCam-2-Zellen) unter VPA-Behandlung.

Um die antitumorésen Eigenschaften erklaren zu kénnen, betrachteten wir genauer
die Wirkung von VPA auf die proliferativen Eigenschaften der TGCT-Zelllinien sowie
den Effekt auf den programmierten Zelltod.

Der antiproliferative Effekt von VPA konnte im Proliferationsassay bestatigt werden,
es fanden sich in der Mikroarray-Analyse eine Vielzahl von Proliferations-
assoziierten, unter VPA-Behandlung differentiell exprimierten Genen.
Apoptose-assoziierte Gene wurden ebenfalls deutlich in der Expression veréandert.
Als weiteren Prozess betrachteten wir, ob VPA eine Auswirkung auf die
Differenzierung der TGCT-Zelllinien besitzen wirde. Auch hier fanden sich einige
Kandidatengene in ihrer Expression verandert. In diesem Kontext fiel besonders die
veranderte Expression der bekannten Stammzellmarker OCT-3/4, NANOG und der
SOX-Familie auf.

4.1 Die Wirkung von VPA auf TGCT in-vivo im Vergleich zu anderen
soliden Tumorentitaten

Bereits im Jahr 1992 wurde von Tittle und Schaumann die wachstumsverlang-
samende Wirkung von VPA auf mehrere lymphatische Tumorzelllinien beschrieben
(Tittle und Schaumann 1992), wahrend Cinatl et al. (1996) die antitumortse Aktivitat
von VPA auf Neuroblastom-Zellen zeigen konnte (Cinatl et al. 1996).

Im Jahr 2001 beschrieben dann Gattlicher et al. VPA als Wirkstoff der Gruppe HDACI

und zeigten seine antitumordse Wirkung auf akute myeloische Leukamiezellen.
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In den letzten Jahren bestétigte sich in weiteren Studien das antitumordse Potential
von VPA.

Als Monotherapeutikum zeigte es analog zu unseren Daten eine gute Wirksamkeit
auf Fibrosarkomzellen, Prostatakarzinom-Zelllinien und im Prostatakarzinom-in-vivo-
Modell. Des Weiteren auf Mammakarzinomzellen und Medulloblastomzellen in-vitro
und in-vivo (Chavez-Blanco et al. 2006, Olsen CM et al. 2004, Thelen et al. 2004)
Untersuchungen an Blasentumormodellen zeigten, dass VPA eine Invasions-
Inhibition bewirken kann (Chen et al. 2006). 2013 bestéatigte sich der antitumorése
Effekt von VPA auch auf Nicht-kleinzellige-Lungenkarzinom-Zelllinien (NSCLC) und
im NSCLC-Tumormausmodell. Die Wirkung potenzierte sich in Kombination mit
P276-00 einem neuen Cyclin-abhangigen-Kinase-Inhibitor (Shirsath et al. 2013).
Einen weiteren Interessanten Ansatz untersuchten Li et al. 2013. Sie konnten eine
synergistische Wirkung von VPA mit dem oncolytischen Ratten-Parvovirus H1-PV
auf duktale Pankreaskarzinom-Zelllinien und Tumormausmodelle zeigen (Li J et al.
2013).

Nicht nur wie in der Studie von Shirsath et al. (2013) sowie Li et al (2013) erneut
bestétigt entfaltet VPA einen starkeren antitumorésen Effekt in Kombination mit
epigenetisch wirkenden Substanzen oder spezifischen Target-Therapien, wobei VPA
die Tumorzellen auf unterschiedlichste Weise sensibilisiert und attackiert.

Auch bzw. gerade in Kombination mit Standardchemotherapeutika zeigten sich
interessante Ergebnisse.

2010 zeigten Hubaux et al. an kleinzelligen Lungenkarzinom-Zelllinien (SCLC) und
im Tumormausmodell eine verbesserte Wirksamkeit der Erstlinienchemotherapie-
kombination Etoposid/Cisplatin. Hierbei konnte in einer Mikroarray-Analyse unter
anderem eine VPA-induzierte Wirkung auf Etoposid/Cisplatin-Resistenz-assoziierte
Gene wie Bcl-xL nachgewiesen werden (Hubaux et al. 2010).

Chavez Blanco et al. (2006) konnten eine Wirkungssteigerung der Tumortoxizitat von
Gemcitabine, Cisplatin und Adramycin durch VPA kombiniert mit Hydralazin (einem
DNA-Methylierungs-Inhibitor) anhand von Zervixkarzinom- und Fibrosarkomzellen
darstellen. Im Fibrosarkom-Mausmodell erhéhte sich ebenfalls die Toxizitat von
Adramycin durch die Kombinationsbehandlung mit den beiden Substanzen (Chavez-
Blanco et al. 2006).
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Weitere Studien befassten sich mit dem gleichen Modellansatz und konnten
ebenfalls eine jeweilige Wirkungssteigerung der getesteten Chemotherapeutika
durch VPA oder eine Kombination von epigenetisch wirkenden Substanzen
nachweisen. Hier sind die Untersuchungen an Kolonkarzinom-Zellen, Mamma-
karzinom-Zelllinien, hepatozellularen-Karzinomzellen, Glioblastomen und ana-
plastischen Schilddrisentumoren zu nennen (Catalano et al. 2006; Catalano et al.
2009; Das et al. 2007; Friedmann et al. 2006; Hodges-Gallagher et al. 2007; Mongan
und Gudas 2005; Pathil et al. 2006; Venturelli et al. 2007).

Durchgefiihrte klinische Phase-I- und —II-Studien lieferten divergente Ergebnisse. So
konnten positive Effekte in der neoadjuvanten Kombinationstherapie von Mamma-
karzinom-Patientinnen im fortgeschrittenen Stadium, mit VPA in Kombination mit
Hydralazin, Doxorubicin und Cyclophosphamid beschrieben werden, welche die
Planung einer Phase-II- Studie ermoglichte (Arce et al. 2006). Die Gabe von VPA in
Kombination mit Doxorubicin und Interferon-a bei malignen Melanomen flhrte
allerdings zu starken Nebenwirkungen und zu keinem Wirkungsvorteil gegentber der
Standardtherapie (Rocca et al. 2009). Eine weitere Phase-I-Studie untersuchte die
Vertraglichkeit von VPA bei padiatrischen Patienten mit therapierefraktaren soliden
Tumoren und ZNS-Tumoren(Su et al. 2011). Hier zeigte sich eine tolerable
Nebenwirkungsrate die weitere Studien mit Chemotherapiepartnern erlauben.

Tesei et al. (2012) beschéftigten sich mit Schwefel-Derivaten von VPA und lhre
Wirkung auf NSCLC-Zelllinien. Betrachtet wurde die antitumordse Wirkung der
Schwefelderivate, da die herkdbmmliche VPA in relativ hohen Dosen verwendet
werden musste um klinisch einen Effekt nachweisen zu kénnen. Die
Schwefelderivate zeigten eine ahnliche Wirkung wie VPA bereits in geringeren
Dosen. Insbesondere zeigte sich ein gutes Ansprechen der Tumorzelllinien in
Kombination mit Cisplatin. Hierbei konnten auch geringere Konzentrationen des
Standardchemotherapeutikums verwendet werden (Tesei et al. 2012).

Die Liste der bereits durchgefiihrten Studien verdeutlicht, welches Potential ein
epigenetisch wirkendes Medikament wie VPA oder dessen Derivate, sowie die
Kombination mit Chemotherapeutika und neuen Targettherapien besitzt. Unsere In-
vivo-Untersuchungen zeigen, dass VPA auch fir die Therapie von TGCT von
Interesse sein konnte. Die durchgefiihrten Untersuchungen dirfen als erste Tendenz

interpretiert werden. In Zukunft sollten weitere Untersuchungen mit Kombinations-
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behandlungen zur Wirkungsverstarkung ins Auge gefasst werden. Ziel kann, wie von
Tesei et al. (2013) gezeigt, eine Toxizitatsverminderung oder noch bessere Wirk-
samkeit der Standardchemotherapie bzw. Strahlentherapie sein. Ob sich fir
Patienten, deren TGCT Resistenzen gegen die Standardchemotherapie zeigen, eine

Verbesserung erzielen lasst gilt es ebenfalls zu untersuchen.

4.2 VPA-induzierte Hyperacetylierung von Histonproteinen in TGCT
Veranderte Gentranskription, welche auf epigenetischen Veranderungen wie
Histondeacetylierung oder DNA-Promotormethylierung beruhen, findet sich gehauft
wahrend der molekularen Pathogenese von malignen Prozessen (Zhu und Otterson
2003). Der Prozess der Gentranskription ist stark reguliert. Obwohl es eine Vielzahl
von Regulationsmechanismen gibt, so steht Uber diesen doch der Orga-
nisationszustand des Chromatins. Dieser schafft die Voraussetzung, Transkriptions-
faktoren, Regulationsproteinen und RNA-Polymerasen Zugang zu bestimmten
Promotorregionen zu verschaffen und hier die Gentranskription zu aktivieren (Lee
und Young 2000). Epigenetisch-wirkende Medikamente wie HDACIis und
demethylierende Wirkstoffe erzielen genau hier ihre Wirkung. Unsere Unter-
suchungen zeigten, dass VPA auch in TGCT das Acetylierungsmuster von Histonen
verandert. Die anschlieBende Expressionsanalyse bestatigte ebenfalls unsere
Vermutung, dass viele Gene auf mRNA Ebene in ihrer Expression beeinflusst

werden.

4.3 VPA und Proliferation in TGCT

In vielen Malignomen ist bekannt, dass Uber Aktivierung oder Mutationen von Proto-
onkogenen und Tumorsuppressoren das normale Proliferationsverhalten in diesen
Zellen gestort wird. So spielt bekannterweise eine Mutation von APC bei der Ent-
stehung des Dickdarmkarzinomsyndroms FAP (Familidre adenomattse Polyposis
Coali) eine entscheidende Rolle. Defekte oder Mutationen von weiteren bekannten
Tumorsuppressoren wie dem Retinoblastomprotein und TP53 (Tumor Protein 53)
sind ebenfalls wichtige Faktoren in der Pathogenese von Malignomen und bewirken
Storungen des normalen Zellzyklusablaufs. Den genannten Faktoren lassen sich
noch weitere hinzufiigen. In Keimzelltumoren sind die genauen Entstehungsgriinde

noch nicht bekannt. TP 53 liegt in den meisten Keimzelltumoren als unmutierte Wild-
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typvariante vor (Kersemaekers et al. 2002; Masters und Koberle 2003). Die Ver-
mutung, eine Veranderung von TP 53 konnte fir die mogliche Resistenz vereinzelter
TGCT gegentuber Platinderivaten verantwortlich sein, konnte nicht bestatigt werden
(Kersemaekers et al. 2002).

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass HDACi eine Re-Expression von
Tumorsuppressorgenen bewirken und hiertiber die Proliferation beeinflussen kdnnen
(Marks et al. 2000; Melnick und Licht 2002; Vigushin und Coombes 2002). Hierbei
spielen jedoch nicht nur die direkte Wirkung auf die Transkription der Suppressoren
eine Rolle sondern ebenfalls die Beeinflussung weiterer Modulatoren wie die zyklin-
abhangigen-Kinase-Inhibitoren. VPA beeinflusst die Expression von p21WAF1/-
CDKNI1A (Cheng et al. 2007). Dieses Protein ist ein potenter Inhibitor des Zyklin-
CDK2-oder -CDK4-Komplexes. Da es streng durch TP53 reguliert wird, steuert es so
den TP53-kontrollierten Fortgang des Zellzyklus am G1-Kontrollpunkt. In AML-
Zelllinien wurde die p21-Expression nicht TP53- sondern c-Myc-abhangig reguliert.
Unter VPA-Behandlung kam es zu einer verminderten Expression von c-Myc. Durch
diese Suppression wurde vermehrt p21 exprimiert und die Zellen in G1-Arrest
versetzt. Durch Versuche mit Zellen, welche eine ektope c-Myc-Expression besalden,
konnte die regulatorische Funktion von c-Myc in der p21-Expression belegt werden.
VPA konnte eine ektope c-Myc-Expression nicht beeinflussen, gleichzeitig blieb eine
Anderung der p21-Expression aus. In primaren AML-Zellen konnte ebenfalls der
antiproliferative Effekt Uber c-Myc-Expressionsveranderung gezeigt werden (Cheng
et al. 2007). Dem Stammzellcharakter von Keimzelltumoren &hneln sowohl die
untersuchten hamatologischen Erkrankungen als auch weitere solide Malignome. So
konnten mit VPA in Medulloblastomzelllinien ebenfalls vielversprechende Ergebnisse
erzielt werden. Konkordant zu den Ergebnissen in AML-Zelllinien induzierte VPA
Zellzyklus-Arrest Uber die Regulation von p21 und c-Myc. P16 INK4a, ein weiteres
CDK-Inhibitor-Protein, wurde durch VPA nicht reguliert. Auf eine supratentoriale
primitive neuroektodermale Tumorzelllinie hatte VPA keinen Effekt (Li XN et al.
2005).

Uberraschenderweise konnte VPA in unserem Versuchsansatz mit TGCT keine
Veranderung der p21- oder c-Myc-Expression bewirken. Dennoch entfaltete VPA

einen antiproliferativen Effekt in beiden Zelllininien. Unter den vielen, durch VPA
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differentiell exprimierten, mit Zellwachstum-assoziierten Genen, fanden sich einige
Kandidatengene die den antiproliferativen Effekt begriinden kénnten.

So wurden in beiden Zelllinien die Zellzyklus-kontrollierenden Growth Arrest and
DNA Damage A-und B-(Gadd 45 A und B) Gene unter VPA-Behandlung vermehrt
exprimiert (Abb.13). Die Proteine gelten als Sensoren der Zelle auf genotoxischen
und physiologischen Stress, regulieren den Zellzyklus, kdnnen proapoptotisch und
auf die Differenzierung der Zelle wirken. Sie sind zudem beteiligt an der DNA-
Reparatur. Hierbei modulieren Gadd 45 A und B die Aktivitat und Expression
verschiedener Gene. Jin et al. (2000) zeigten, dass Gadd 45 besonders Uber die
Inhibition von CDC-2 auf den Zellzyklus Wachstums-inhibierend wirkt (Jin et al 2000).
Die Expression und Aktivitat der Gadd 45-Gene kann sowohl p 53-abhéangig als auch
-unabhangig reguliert werden. VPA scheint p53-unabhéangig die Gadd 45-Expression
in TGCT zu verandern. Die wichtige Rolle von Gadd 45-Genen wird durch die
Beobachtungen von Na et al. (2010) an SCLC unterstrichen. Hier wurde der
Zusammenhang einer Gadd 45-Suppression in SCLC bei der Tumorentstehung
beschrieben (Na et al. 2010). Tront et al. (2006) untersuchten die Rolle von Gadd 45
in Mammakarzinomzellen, wo ein Verlust der Gene mit der Tumorentstehung in
Verbindung gesetzt wurde (Tront et al. 2006). Die Ergebnisse unserer Untersuchung
legen nahe, dass die veranderte Expression der Gadd 45-Gene eine wichtige Rolle
beim antiproliferativen Effekt von VPA in TGCT des Hodens spielt.

In Zukunft kdnnte eine weitere Beobachtung von Interesse sein. Bremmer et al.
konnten zeigen, dass Vitamin D3 zu einer vermehrten Expression von Gadd 45 fihrt
(Bremmer et al. 2012). Da VPA in TGCT des Hodens sowohl Gadd 45 als auch den
Vitamin-D-Rezeptor (VDR) in der Expression verstarkt (Abb.13), wéare die Unter-
suchung einer Kombinationsbehandlung interessant.

Auch die differentielle Expression von verschiedenen Wachstumsfaktoren scheint
einen wichtigen Beitrag zum antiproliferativen-Effekt von VPA zu liefern. Wobei diese
Faktoren ahnlich wie Gadd 45 die Differenzierung der Zellen beeinflussen kénnen.
VPA modifiziert die Regulation von Mitgliedern der Familie der Fibroblasten-
Wachstums-faktoren (FGF), epidermalen Wachstumsfaktoren (EGF), Platelet—
derived Growth Factor Familie (PDGF) und Insulin-&hnlichen Wachstumsfaktoren
(IGF). Das System der Insulin-ahnlichen Wachstumsfaktoren stimuliert die
Proliferation in Prostata-Adenom-Zellen (Cohen et al. 1994). Thelen et al. (2004)
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konnten die Wirkung von VPA auf das IGF-System zeigen und hierdurch den
antiproliferativen Effekt von VPA auf Prostatakarzinomzellen erklaren (Thelen et al.
2004).

Eine weitere Beobachtung stellt die Suppression des Gen BCAT1 (branched chain
amino-acid transaminase 1) in der EC-Zellinie NTERA-2 dar (Abb.13A). Das
BCAT1- Gen liegt auf dem kurzen Arm des Chromosom 12 und wurde von Korkola et
al. (2006) als ein mogliches Kandidatengen in der Transformation der IGCNU/-
Seminom-Lasion zum EC beschrieben, da es nur in EC exprimiert wird (Korkola et al.
2006). Zhou et al. (2007) konnten zeigen, dass eine Suppression des Gens in
Nasopharynxkarzinom-Zellen stark antiproliferativ wirkt (Zhou et al. 2007). In einer
weiterfihrenden Studie von Zhou et al (2013) wurde postuliert, dass eine
Uberexpression von c-Myc die BCAT1-Uberexpression auslost. Diese ist
verantwortlich fur die Proliferation, Migration und Invasion in Nasopharynxkarzinom-
Zellen. Dies spricht fur die These, dass die Suppression von BCAT1 durch VPA auch
in Nicht-Seminomen einen antiproliferativen Effekt zur Folge haben kann. Die

genaue Rolle von BCAT1 in TGCT ist allerdings noch nicht geklart.

4.4 VPA und Apoptose in TGCT

VPA wirkt nicht nur antiproliferativ sondern auch Apoptose-induzierend.

Dabei konnen sowohl Faktoren des intrinsischen als auch extrinsischen Systems
eine Rolle spielen. Schuchmann et al. (2006) zeigten, dass VPA uber den
extrinsischen Weg mit Beteiligung der Caspase-8-abhangigen Kaskade Apoptose in
Zelllinien eines hepatozellularen-Karzinoms induziert. Genauer sensibilisiert VPA
Uber die vermehrte Expression der Death-Rezeptoren-4 und -5 die Tumorzellen fur
die TRAIL/Apo2L-(Tumornekrosefaktor (Ligand) Superfamilie, Mitglied-10) vermittelte
Apoptose. Wenn die Faktoren TRAIL/Apo2L fehlen, kann VPA die Expression von
antiapoptotischen Faktoren des intrinsischen und extrinsischen Systems vermindern.
Hier seien c-Flip-Proteine genannt, welche mit DISC und BCL-2/BCL-x assoziiert
sind. Wurden Tumorzellen gleichzeitig mit VPA und TRAIL/Apo2L stimuliert, kam es
zu einer Zunahme der Apoptoserate und einer vermehrten Caspase-3-Aktivitat.
Selbst in TRAIL-resistenten Tumoren konnte VPA eine Sensibilisierung der
Tumorzellen gegentber TRAIL bewirken. Diese Ergebnisse konnten in AML, CLL,

Lungenkarzinom-Zelllinien und in anaplastsichen Schilddriisenkarzinom-Zelllinien
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bestatigt werden (Cha et al. 2013, lacomino et al. 2008; Lagneaux et al.2007; Pathil
et al. 2006; Schuchmann et al. 2006; Ziauddin et al. 2006). Angelucci et al. (2006)
konnte zeigen, dass eine langere Behandlung von Prostatakarzinom-Zellen zu einer
Zunahme der Fas (TNF receptor superfamily, member 6) /Fas Ligand-abhangigen
Apoptose mit vermehrter Expression beider Faktoren fuhrte (Angelucci et al.2006).

In unseren Versuchen fuhrte eine Behandlung der TCGT_Zelllinien mit VPA zu einer
vermehrten Caspase 3-abhangigen Apoptose (Abb.14). Thelen et al. (2004) be-
schrieben fir die Stimulation mit VPA Uber 7h einen ausbleibenden morphologischen
Effekt (Caspase-3- Farbung) in Prostatakarzinom-Zellen. Eine langere Stimulation
bis 36h fuhrte zu einer deutlichen Aktivitatszunahme der Caspase-3 (Thelen et al.
2004). In undifferenzierten Schilddriisentumor-Zellen konnte eine deutliche Zunahme
der Caspase-3-Aktivitat nach 48h bis zu 96h beobachtet werden (Catalano et al.
2006). Da sich auf mRNA-Ebene in unseren Untersuchungen Veranderungen
apoptose-assoziierter Gene nach 24h fanden und eine vermehrte Aktivierung der
Caspase-3 zu beobachten war, lasst sich auch in TGCT der Apoptose-induzierende-
Effekt von VPA verdeutlichen.

Auch in TGCT-Zelllinien kdnnte in Zukunft das durch VPA supprimierte Gen CFLAR
(c-Flip) von Interesse sein. CFLAR inhibiert die Aktivierung von verschiedenen
Caspasen und fuhrt so zu Apoptose-Inhibition (Dutton et al 2006; Longley et al. 2006;
Luo et al. 2008; Yang JK 2008). Ein CFLAR-Knock-Out in Prostatakarzinom-
Zelllinien fuhrte zu einer verstarkten Apoptoserate, die durch Kombinations-
behandlung mit Doxazosin verstarkt wurde (Kim et al 2013). Interessanterweise
wurde das Gen gehauft in Analysen von Proben platinresistenter Patienten
nachgewiesen (Korkola et al. 2009). Die sehr platinresistente Zellinie TCam-2
exprimiert ebenfalls vermehrt CFLAR. In EC-Zelllinien kann die vermehrte
Expression von CFLAR zu einer starkeren Platinresistenz fuhren (Spierings et al.
2003).

4.5 VPA induziert Differenzierung und verandert das Stammzell-
genmuster in TGCT

Seminom-Zellen sind undifferenziert und erscheinen als das maligne Korrelat
primordialer Keimzellen. Nicht-Seminome koénnen hingegen in verschiedenen
histologischen Varianten erscheinen. Dabei koénnen die undifferenzierten pluri-

potenten EC-Zellen sowohl in Teratome, mit Anteilen aller drei Keimblatter, als auch
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in extra-embryonalem-Gewebe-entsprechende Dottersacktumoren oder Chorion-
karzinome differenzieren. Interessanterweise &hnelt die Entwicklung der Nicht-
Seminome der frihen Embryogenese. So besitzen die EC-Zellen viele Eigenschaften
von Zellen der Inneren-Zellmasse bzw. embryonalen Stammzellen (Henderson et al.
2002). Auf Transkriptionsebene bedeutet dies die Expression der Stammzellfaktoren
NANOG, OCT-3/4 und SOX2. Sie nehmen einen wichtigen Platz in der Regulation
der Transkription und dem Erhalt der Pluripotenz in embryonalen Stammzellen ein
(Boyer et al. 2005). Mit zunehmenden Grad der Differenzierung werden diese
Faktoren nicht mehr exprimiert. In Seminomen werden mit Ausnahme von SOX2,
NANOG und OCT-3/4 exprimiert (Sperger et al. 2003). Man vermutet auch fir die
beiden TGCT-Typen Seminom und EC, dass diese Faktoren eine wichtige
regulatorische Funktion einnehmen. In mehreren Tumorentitditen wurden ver-
gleichbare, embryonalen-Stammzellen-zuzuordnende Expressionsmuster beschrie-
ben und Verbindungen zwischen der Expression und den histopathologischen
Merkmalen hergestellt. Diese sind in vielen Malignomen mit einer schlechten
Prognose assoziiert (Ben-Porath et al. 2008). In unserer Untersuchung konnten wir
zeigen, dass VPA die Expression der Stammzellfaktoren NANOG und OCT-3/4 auf
MRNA- und Protein-Ebene in TGCT-Zelllinien signifikant supprimiert. SOX-2 wurde
auf mMRNA Ebene in der EC-Zellinie NTERA-2 ebenfalls signifikant supprimiert.

Das NANOG-Gen (NANOG homeobox) kodiert fir ein 305 Amioséauren grof3en
Transkriptionsfaktor. Das Allel liegt interessanterweise auf Chromosom 12p13.31,
dem in Keimzelltumoren fast immer zusétzlich vorhandenen kurzen Arm des
Chromosoms-12. Der Transkriptionsfaktor besitzt ein stark konserviertes Homoo-
doméanen-Motiv, welches die Bindung der RNA-Polymerase an die DNA erleichtert.
NANOG spielt wie erwahnt eine wichtige Rolle in der Regulation der Pluripotenz von
Zellen der inneren Zellmasse wahrend der embryonalen Entwicklung (Chambers et
al. 2003). Ohne die Expression von NANOG differenzieren sich embryonale
Stammzellen von Ma&usen in viszerales und parietales Endoderm. In humanen
embryonalen Stammzellen fiihrt die Uberexpression von NANOG zum verlangerten
Anhalten des pluripotenten Zustandes. Demgegenuber fuhrt hier ein ,knock out® des
Transkriptionsfaktors zur Ausdifferenzierung (Darr et al. 2006).

POUSF1 (POU class 5 homebox 1) oder auch als OCT-3/4 bekannt, kodiert fur ein

360 Aminosauren grol3en Transkriptionsfaktor. Die Mitglieder der POU-Familie
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besitzen wie der NANOG-homebox-Transkriptionsfaktor ein hochkonserviertes
Homoodomanen-Motiv. Das Allel liegt auf dem Chromosom 6p21.31.

OCT-3/4 reguliert ebenfalls die Pluripotenz in Zellen der Inneren-Zellmasse (Nichols
et al.1998). Niwa et al. (2000) beschrieben OCT-3/4 als ,Master Regulator of
pluripotency”, wobei die genauen Expressionslevel des Faktors bestimmen, ob die
Zellen differenzieren, de-differenzieren oder die pluripotenten Eigenschaften erhalten
bleiben (Niwa et al. 2000). Wahrend der Differenzierung wird OCT-3/4 durch
epigenetische Modifikation supprimiert. Dies bestétigt sich in Untersuchungen von
De Jong et al. (2007), wo die Methylierung des OCT-3/4 Promotors in TGCT
beschrieben wurde (De Jong et al. 2007). Die besondere Rolle von OCT-3/4 im
Prozess der Selbsterneuerung von Stammzellen wird in ,knock out‘-Mausen deutlich.
Diese sterben frih in der Entwicklung, da ihnen die Fahigkeit zur Bildung der
Inneren-Zellmasse fehlt. Demgegentber wird eine Uberexpression von OCT-3/4 im
direkten Zusammenhang mit dem Entartungspotential von embryonalen
Stammzellen in Verbindung gebracht (Abate-Shen 2003). Kehler et al. (2004)
zeigten, dass ein ,knock out* von OCT-3/4 in TGCT Apoptose induzieren kann
(Kehler et al. 2004).

Das SOX2 Gen kodiert fur einen 317 Aminosaure grof3en Transkriptionsfaktor, der
wie NANOG und OCT-3/4 essentiell fur den Erhalt der pluripotenten Eigenschaften
von embryonalen Stammzellen ist. Das Allel liegt auf dem Chromosom 3qg26.3-g27.
Das Genprodukt stabilisiert die Pluripotenz der Stammzellen indem es das
Expressionslevel von OCT-3/4 kontrolliert (Masui et al. 2007). In neuronalen
Stammzellen konnte die Aktivitait von SOX2 ebenfalls nachgewiesen werden
(Komitova und Eriksson 2004). Wobei die vermehrte Aktivitat des
Transkriptionsfaktors in Verbindung mit der Chemotherapieresistenz und den damit
verknupften Stammzelleigenschaften von Gliom-Zellen gebracht wurde (Jeon et al
2011). Interessanterweise scheint eine Uberexpression von SOX2 in Platten-
epithelkarzinomen der Lunge fur eine bessere Prognose zu stehen (Wilbertz et al.
2011). Eine Mutation von SOX2 ist hingegen mit Anophthalmie und Anlagestérungen
des Gehirns assoziiert (Hagstrom et al. 2005).

In embryonalen Stammzellen wirken die drei Transkriptionsfaktoren zusammen.
Boyer et al. (2005) zeigten, dass eine grofde Anzahl von Genpromotoren von allen

drei Faktoren gemeinsam besetzt werden und die drei Faktoren zusammen
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Genexpression regulieren. Hierbei wird die Transkription in einer Gruppe von Genen
aktiviert. Diese Gene sind besonders fur den Erhalt der Pluripotenz wichtig. Genannt
seien hier Gene der TGF-B-(z.B. TDGF1) und WNT-Signalkaskade. Des Weiteren
regulieren die Faktoren ihre eigene und die Expression weiterer Transkriptions-
faktoren (Boyer et al. 2005; James et al. 2005; Sato et al. 2004). In einer zweiten
Gruppe von Genen wurde die Transkription unterdrtickt. Viele dieser Gene sind mit
der Entwicklung und Differenzierung assoziiert. Da mit verminderter Expression von
NANOG, OCT-3/4 und Sox2 vermehrt die differenzierungs-assoziierten-Gene
exprimiert und die Gene der zuerst beschriebenen Gruppe vermindert exprimiert
wurden, wurden die drei Transkriptionsfaktoren als Schlisselregulatoren beim Erhalt
der pluripotenten Kapazitat definiert. Vermutet wird, dass die Aktivitdt der drei
Transkriptionsfaktoren von anderen Co-Faktoren, ihrer genauen Konzentrationen
und durch posttranslationale Modifikation reguliert wird. Wie genau die drei Faktoren
einige Gene aktivieren und andere supprimieren kdnnen, war noch nicht klar. Somit
untersuchten und postulierten Boyer et al. (2005) in der gleichen Studie, dass die
drei Faktoren zusammen arbeiten, um verschiedene Vorwartsverstarker- und
autoregulatorische Schleifen zu bilden, und so, die Expression der unterschiedlichen
Gene regulieren zu kénnen (Boyer et al. 2005).

Es wurde vermutet, dass eine stdchiometrische Veranderung der Konzentrations-
verhaltnisse der drei Faktoren Stérungen der normalen Genexpressionsregulation
zur Folge haben und somit eine Entartung der Zelle beginstigen kénnten (Boyer et
al. 2005). Hierzu passt, dass in unterschiedlichen undifferenzierten Tumorentitaten
eine Uberexpression von Zielgenen der verschiedenen Pluripotenzmarker sowie die
Suppression von Polycomb-Group-Protein-Zielgenen (verantwortlich unter anderem
fur Differenzierung) nachgewiesen werden konnten und dies den Verdacht verstarkt,
dass in den Tumoren eine gestorte Aktivitat der drei Faktoren eine Rolle spielt. In EC
Zelllinien findet sich beispielsweise eine Uberexpression von NANOG. Diese
Beobachtungen lassen sich in vielen Tumoren auf epigenetische und transkriptio-
nelle Dysregulation (siehe Einleitung) zurickfiihren (You et al. 2009). Somit ist von
gro3em Interesse, gezielt die Stammzellsignatur in Tumoren zu verandern, wobei
epigenetisch-wirkende Therapeutika vorhandene Dysregulationen beeinflussen

konnten. Hieraus konnten sich neue Therapiemdglichkeiten ergeben. Zudem
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gewahren diese Untersuchungen genauere Einblicke in Stammzellbiologie und
maoglichen Stérungen und Regulationsmechanismen in undifferenzierten Tumoren.
You et al. (2009) untersuchten die Wirkung von Apicidin, einem anderen HDACi auf
die NANOG-reiche EC-Zelllinie NCCIT. Apicidin supprimierte signifikant das
Stammzellmuster in NCCIT Zellen. Hierbei wurde konkordant zu unseren
Ergebnissen mit VPA, in NTERA-2 Zellen (ebenfalls NANOG reich) und der
Seminom-Zelllinie TCam-2 am stéarksten die Expression von NANOG beeinflusst. Die
Untersuchungen von You et al. (2009) zeigten, dass NANOG-abhangig, OCT-3/4,
SOX2 und weitere Stammzellgene vermindert exprimiert und Differenzierung
induziert wurde. Die Suppression von NANOG konnte in NCCIT-Zellen das
antiproliferative und antitumordse Potential verbessern (You et al 2009). Die
Ergebnisse legen nahe, dass auch VPA NANOG-abhangig nicht nur die
Stammzellsignatur in beiden TGCT-Zelllinien beeinflussen kann, sondern genau auf
diese Weise positiven Einfluss auf die Proliferation und Differenzierung nimmt.
Apicidin regulierte  NANOG uber Transkriptionsinhibition, die durch negativ
regulierende Veranderungen am NANOG -Promotor zustande kam. Unter anderem
spielte hier die Methylierung des Promotors eine wichtige Rolle. Die genauen
Mechanismen Uuber die VPA neben der Histonhyperacetylierung die NANOG-
Expression beeinflusst, waren nicht Gegenstand dieser Untersuchung.

Wie fir embryonale Stammzellen erwahnt, stand auch in beiden TGCT-Zelllinien
dem Verlust der Stammzellsignatur die vermehrte Expression von Differenzierungs-
Markern gegeniber (Abb16).

EC-Zelllinien sind haufig genutzte Modelle. Sie lassen sich gezielt in verschiedene
Gewebe differenzieren. TCam-2 ist eine neu etablierte Seminom-Zelllinie (Eckert et
al. 2008; de Jong et al 2008).

Es ist bekannt, dass Seminome teilweise in Nicht-Seminome (EC, Dottersacktumore,
Chorionkarzinome) differenzieren kénnen (Oosterhuis und Looijenga 2005). Bisher
war nicht klar, welche Mechanismen hierflr verantwortlich sind. Angenommen
wurde, dass wie fur die Pathogenese des ECs aus der urspriinglichen
IGCNU/Seminom-Lasion vermutet, zundchst die Re-Aktivierung von pluripotenten
Eigenschaften notwendig sei und anschlieRend, durch Differenzierung die
unterschiedlichen histologischen Subtypen entstehen (de Jong et al. 2008).
Nettersheim et al. (2011) zeigten, dass TGF-f1, EGF und FGF4 gemeinsam
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appliziert, in TCam-2-Zellen Differenzierung induzieren kénnen. Hierbei entstanden
Zellen, welche gemischten Nicht-Seminom-Zellen &ahnelten. Die zytologischen
Untersuchungen und die besondere Markerexpression zeigten, dass die Zellen vor
allem extra-embryonalen Chorionkarzinom-Zellen ahnelten. Auf molekularer Ebene
kam es unter Stimulation zur Suppression von Stammzell- und Expression von
Differenzierungsmarkern. Dabei zeigten Nettersheim et al. (2011) Uber die
SOX2/SOX17 Expression in den stimulierten Zellen, dass keine EC-Zwischenstufe
vorhanden sein muss. So wurde, trotz der etwas verminderten Expression von
SOX17 auf mRNA Ebene, unter Stimulation mit den Agenzien, die ganze Zeit SOX17
exprimiert. SOX2, als EC-determinierender Faktor, wurde unter der Differen-
zierungsinduktion hingegen nie exprimiert.

TGF-B1, EGF und FGF4 bewirkten einen Block des BMP-, eine Aktivierung des
Hippo- sowie eine Inhibition des LIN28/BLIMP1-Signalwegs. Die Aktivierung des
Hippo-Signalwegs wurde uber die Regulation von YAP1/TREAD4 gesteuert. Dies
determinierte zum einen die trophektodermale Differenzierung, zum anderen hatte
die Supprimierung von aktiven YAP1, welches ein potentielles Onkogen ist,
gleichzeitig einen antiproliferativen Effekt (Nettersheim et al. 2011; Zhao et al 2008;
Zhao et al. 2007). Sowohl tber einen Block des BMP-Signalwegs (SMAD1), als auch
Uber die Suppression von LIN28, wurde tber Zwischenstufen BLIMP1 inhibiert und
supprimiert. Diese Suppression loste wiederum den von Blimpl vermittelten
Differenzierungsblock (Nettersheim et al. 2011). Unsere Untersuchungen zeigten,
dass VPA in TCam-2 Zellen Differenzierung induziert. Dabei wurden konkordant zu
den Ergebnissen von Nettersheim et al. (2011) Stammzell-, Keimzell- und
Seminommarker auf mRNA-Ebene supprimiert. Zudem fanden sich neben der
Expression anderer Differenzierungsmarker, die vermehrte Expression troph-
ektodermaler Marker (TEAD1, GATAG) (Abb. 16 B).

Es stellt sich die Frage, ob VPA anteilsweise die beschriebenen Signalwege
beeinflusst. Und in der Tat werden auf mMRNA Ebene einige der von Nettersheim
beschriebenen Gene durch VPA in gleicher Weise verandert. SMAD1 und LIN 28
werden ebenso wie BLIMP1 supprimiert. YAP1 wird auch vermindert exprimiert. Die
von Nettersheim et al. (2011) vorgeschlagenen Regulations-mechanismen lassen
sich mit den von uns durchgefiihrten Untersuchungen nicht bis ins Detail bestatigen.

Die Ergebnisse legen jedoch nahe, dass VPA in TCam-2 Zellen wenigstens zum Teil
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die Differenzierung uber &hnliche Mechanismen wie TGF-B1, EGF und FGF4
induziert. Interessant ist hierbei die Tatsache, dass VPA sogar signifikant die
Expression von FGF4 vermindert.

Diese Arbeit sollte sich mit der Wirkung von dem Histondeacetylase-Inhibitor
Valproinsaure auf TGCT des Hodens befassen. VPA bestatigte seine antitumordse
Wirksamkeit in-vivo und in-vitro. VPA wirkte tUber verschiedene Wege antiproliferativ,
sowie apoptose- und differenzierungs-induzierend in TGCT-Zelllinien.

Unsere Untersuchungen liefern einen globalen Uberblick tiber die Effekte von VPA
im Hinblick auf die Genexpression in TGCT. Hierdurch zeigen sich Interessante
Ansatze die in Zunkuft verfolgt werden sollten. Hier seien die Ko-Behandlung mit
Standardchemotherapeutika bzgl. einer Dosisreduktion und die Beeinflussung von
Platin-Resistenzen in TGCT zu nennen. Weiter bietet sich VPA als Differenzierungs-

agens in der Erforschung des Stammzellcharakters der TGCT an.
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5 Zusammenfassung

Die malignen Keimzelltumoren des Hodens (TGCT) sind die haufigsten soliden
malignen Tumoren des Mannes zwischen dem 15. und 34. Lebensjahr. Nach
therapeutischen und histogenetischen Kriterien werden die TGCT in Seminome und

Nicht-Seminome unterteilt.

Valproinsaure (VPA) gilt seit 2001 als weiterer Wirkstoff der Gruppe der
Histondeacetylaseinhibitoren. Durch seine Wirkung auf die Chromatinstruktur werden
durch die Behandlung mit VPA unterschiedliche Effekte in den Zellen erzielt. VPA
fuhrt in unterschiedlichen malignen Tumoren zu einer Inhibition der Proliferation und

kann Apoptose und Differenzierung in Tumorzellen beeinflussen.

Unsere Untersuchungen beschaftigten sich mit der Wirkung von VPA auf TGCT. Im
TGCT-Mausmodell sowie in TGCT-Zelllinien konnte die antitumorése Wirkung von
VPA bestéatigt werden. Mittels Mikroarray-Expressionsanalyse wurde gezeigt, dass in
TCam-2-Zellen (Modell fir einen seminomatésen Tumor) 1810 und in NTERA-2-
Zellen (Modell fur ein Nicht-seminomatdsen Tumor, genauer embryonales Karzinom)

1061 Gene unter VPA-Behandlung differentiell exprimiert wurden.

Der antiproliferative Effekt von VPA auf TGCT-Zelllinien wurde durch einen
Proliferationsassay bestatigt. Unter den Genen der Expressionsanalyse fanden sich
einige Kandidatengene, die diesen Effekt erklaren kénnten. Hierzu zéhlen die
vermehrte Expression der Zellzyklus-regulierenden Gene Gadd 45 A und B und die
Regulation verschiedener Wachstumfaktoren. In der EC-Zelllinie NTERA-2 fand sich
zudem die verminderte Expression des BCAT1-Gens.

Auch die Apoptose-induzierende Wirkung von VPA konnte in unserem
Versuchsansatz gezeigt werden. Als relevantes Kandidatengen und Regulator sei
der antiapoptotische-Faktor CFLAR genannt, der unter anderen mit Chemotherapie-
resistenzen von einzelnen TGCT-Patienten in Verbindung gebracht wurde.

VPA unterdrickte in beiden Zelllinien das Stammzellgenmuster und induzierte
Differenzierung. Besonders hervorzuheben ist die Suppression der Schliisselgene
zur Erhaltung der Pluripotenz NANOG, OCT-3/4 und SOX2 in NTERA-2-Zellen und
die Suppression von NANOG und OCT-3/4 in TCam-2-Zellen.

Es lasst sich festhalten, dass VPA auch in TGCT eine gute antitumorfse-

56



5 Zusammenfassung

Wirksamkeit zeigt. Besonders deutlich konnte der antiproliferative-Effekt dargestellt
werden. In Zunkuft kénnten Co-Stimulationsuntersuchungen mit Standardchemo-
therapeutika im Hinblick auf eine Wirkungssteigerung, eine mogliche Dosisreduktion
der Standardchemotherapie und Untersuchungen der Wirkung auf Resistenzen von
Interesse sein. Weiter bietet sich VPA als differenzierungs-induzierendes
Medikament in der Erforschung des Stammzellcharakters von TGCT an.
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