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1 Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Das kolorektale Karzinom

1.1.1 Epidemiologie

2018 sind weltweit schatzungsweise 18,1 Millionen Menschen neu an einer
bdsartigen Neoplasie erkrankt (Bray et al., 2018), wobei das kolorektale Karzinom
(KRK) als dritthaufigste Krebserkrankung fur jeden vierten Todesfall als Folge eines
Tumorleidens verantwortlich ist (Marmol et al., 2017). Das KRK ist weiterhin primar
eine Erkrankung der westlichen Welt, deren Bewohner ein Lebenszeitrisiko von
ca. 5 % besitzen an diesem Tumorleiden zu erkranken (Torre et al., 2015). Die
altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterberate des KRK in Deutschland liegt
unterhalb des EU-Durchschnitts und spiegelt so den seit 2004 beobachteten
Inzidenzrickgang wider. Diese Entwicklung wird vom Robert Koch-Institut mit der
Einflihrung der Koloskopie 2002 als Screening fur alle Versicherten ab dem 55.
Lebensjahr in Verbindung gebracht. Es lasst sich auch bei der altersstandardisierten
Sterberate seit den 1990er Jahren ein Rickgang verzeichnen (siehe Abbildung 1.1).
So hat sich dieser Wert zwischen 2003 und 2013 im Durchschnitt jahrlich fir Manner
um 3,1 % bzw. fur Frauen um 2,4 % reduziert. Trotz dieser positiven Entwicklung sind
in Deutschland 2013 rund 25.700 Erkrankte am KRK verstorben. Gleichzeitig wurde
bei 62.400 Menschen dieses Tumorleiden neu diagnostiziert, dabei bei Mannern
haufiger als bei Frauen. Da das Risiko am KRK zu erkranken mit zunehmendem
Lebensalter stark ansteigt, ist das mittlere Erkrankungsalter in Deutschland
(70,3 Jahren bei Mannern; 72,9 Jahren bei Frauen) sehr hoch (Barnes et al., 2016).
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Abbildung 1.1: Altersstandardisierte und nach Geschlecht sortierte Erkrankungs- und
Sterberaten des KRK. DE 1999 — 2012 je 100.000 Einwohner (Barnes et al., 2016).
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1.1.2 Risikofaktoren

Die Wahrscheinlichkeit an einem KRK zu erkranken wird mafigeblich durch den
persOnlichen Lebensstil mitbestimmt, wobei das Zigarettenrauchen den am besten
belegten Risikofaktor darstellt. So hat die Gruppe von Jines und Kollegen
zusammengefasst, dass das Risiko fur die Polypenentstehung, die zum KRK fuhren
kann, bei Rauchern um das zwei- bis dreifache erhoht ist (Jines et al., 2017). Dieser
Zusammenhang zeigt sich noch insbesondere verstarkt bei der Entwicklung von
Hochrisikoadenomen (Botteri et al., 2008). AuRBerdem ist dabei eine gesteigerte
Anzahl an pack-years im Stile einer Dosis-Wirkungsbeziehung mit einem hohen
Risiko fur die Erkrankung an einem KRK vergesellschaftet (Giovannucci, 2001; Shin
et al., 2011). Demgegenuber stellt sich beim Alkoholkonsum der Zusammenhang
zwischen der Exposition und der Entwicklung von Polypen und KRK in einer
umfangreichen Metaanalyse deutlich schwacher dar (Bailie et al., 2017). Trotzdem
konnte gezeigt werden, dass Frauen, die mindestens 30 g Alkohol pro Tag
konsumieren, ein rund 1,8-fach erhohtes Risiko haben im distalen Kolon oder im
Rektum einen hyperplastischen Polyp zu entwickeln (Mostofsky et al., 2016). Das
durch Alkoholgenuss erhéhte Risiko fir dieses Krebsleiden verstarkt sich noch einmal
deutlich fur Personen, bei denen eine familidre Haufung des KRK vorliegt (Cho et al.,
2012), oder die mehr als 45 g Alkohol pro Tag aufnehmen (Cho et al., 2004). Als
weiterer Risikofaktor gilt Ubergewicht, denn eine Erhéhung des Body-Mass-Index um
funf Einheiten steigert die Wahrscheinlichkeit an einem KRK zu erkranken um 18 %.
Dieser Zusammenhang ist fur Manner deutlich starker als fur Frauen. Dabei ist das
Kolon von dieser malignen Neubildung signifikant haufiger betroffen als das Rektum
(Giovannucci und Michaud, 2007; Ning et al., 2010). Adipdése Patienten leiden
vielfach unter einer Hyperinsulinamie, verbunden mit erhéhten Spiegeln an
ungebundenem und aktivem insulin-like growth factor (IGF) 1, welcher mafgeblich im
Verdacht steht Gber seine antiapoptotischen und wachstumsférdernden Effekte die
Bildung eines KRK mitzuverursachen (Clayton et al., 2011). Ausreichende Bewegung
und Sport kdnnen jedoch sehr spezifisch das Risiko an einem Kolonkarzinom zu
erkranken um 24 % reduzieren (Wolin et al., 2009), wobei sich beim Rektumkarzinom
keine  Verringerung der Erkrankungswahrscheinlichkeit  verzeichnen lasst
(Friedenreich et al., 2006; Thune und Lund, 1996). Daruber hinaus haben Patienten
mit mittlerer bis hoher korperlicher Aktivitdt eine mit 36 % besonders hohe

Risikoreduktion fur rechtsseitige Kolonkarzinome (Friedenreich et al., 2006).
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1.1.3 Pathogenese

Das genetische Modell der kolorektalen Tumorgenese, das von der Gruppe um
Fearon und Vogelstein in ihrer gleichnamigen Arbeit schon 1990 beschrieben wurde,
bildet bis heute eine wichtige Basis fur das Verstandnis der Pathogenese des KRK.
Hierbei begrundet die Akkumulation von (Punkt-)Mutationen, sowie numerischen und
strukturellen Chromosomenabweichungen die Entwicklung von epithelialen
Dysplasien, Adenomen und schlie8lich eines KRK, was zur Zusammenfassung dieses
Modells als Adenom-Karzinom-Sequenz geflihrt hat (Fearon und Vogelstein, 1990).
Durch weitere molekulare Entdeckungen wird beim KRK heute zwischen
chromosomaler Instabilitdt (CIN), dem CpG-Insel-Methylierungs-Phanotyp (CIMP)

oder einer Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) unterschieden (Ostwald et al., 2009).

Die Entstehung von CIN® Tumoren, die rund 70 — 85 % aller KRK ausmachen, wird
auch als Suppressorweg bezeichnet und basiert gréfitenteils auf dem o.g. Modell der
Adenom-Karzinom-Sequenz (Worthley et al., 2007). Die initiale Mutation betrifft
hierbei primar das adenomatdse Polyposis Coli (APC) Gen, welches eine
entscheidende Rolle bei der Herabregulierung des wingless int-1 (wnt-1) Signalwegs
spielt. So wird die Inaktivierung von freiem [p-Catenin im Zytoplasma mittels
Phosphorylierung bei einem fehlerhaften APC-Protein verhindert, was zu einer durch
B-Catenin vermittelten Hochregulierung potenziell tumorférdernder Gene wie
Cyclin D1 im Nucleus fuhrt (Alao, 2007; Polakis, 1997). Zudem kommt es bei einem
Funktionsverlust des APC-Proteins zu einer fehlerhaften Ausbildung des
Spindelapparats (Zumbrunn et al., 2001), die ebenfalls eine CIN mitverursachen
kann. Die Mutation des APC-Gens erfolgt zwar Uberwiegend spontan, kann jedoch
auch hereditar im Rahmen der familiaren adenomatésen Polyposis auftreten. Dabei
ist ein Allel des APC-Gens durch eine Keimbahnmutation verandert und das
verbleibende durch eine =zusatzliche Mutation oder einen Heterozygotieverlust
inaktiviert (Leoz et al., 2015). Mutationen im Protoonkogen Kirsten ras (KRAS), das
fur ein gleichnamiges kleines G-Protein codiert, fordern unter anderem mittels
antiapoptotischer Effekte die Adenomentwicklung, sodass sie sich mit zunehmender
Adenomgrofle haufen und schlieRlich bei 40 % aller KRK auftreten (Fearon, 2011).
Dadurch werden sie nach dem Defekt des APC-Proteins als zweiter Schritt der
Tumorgenese des KRK eingeordnet (siehe Abbildung 1.2). Da jedoch der
dysplastische, aberrante Kryptenfokus als Vorstufe fur die Karzinomentwicklung des
Kolons gilt und die KRAS-Mutation dort mit 63 % aullerordentlich haufig auftritt, wird
mittlerweile die Einordnung dieser Mutation vor der APC-Inaktivierung diskutiert
(Pretlow und Pretlow, 2005; Worthley et al., 2007). Darliber hinaus ist bei CIN* KRK

ein Heterozygotieverlust des Chromosoms 18q gut beschrieben, wodurch unter
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anderem die dort lokalisierten Gene deleted in colorectal cancer (DCC) und small
mothers against decapentaplegic homolog (SMAD) 2 und 4 betroffen sind. Obwohl
bei etwa 60 % der KRK dieser Chromosomenverlust auftritt (Tarafa et al., 2000) sind
Mutationen von SMAD2 mit rund 6 % sehr selten und ein verdndertes SMAD4-Gen
tritt mit 16 — 25 % etwas haufiger auf. Die von beiden Genen codierten gleichnamigen
Proteine haben jedoch als Bestandteil des transforming growth factor beta (TGF-3)
Signalwegs eine antiproliferative Wirkung, indem sie die Transkription von wichtigen
Enzymen der Zellzyklusregulation wie cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (CDKN1B)
vermitteln (Xu und Pasche, 2007). Das DCC-Protein hingegen ist ein Netrin-1
Rezeptor, der bei Abwesenheit des Ligands Uber den Caspase-9 Signalweg die
Apoptose induziert und bei Funktionsverlust zur Tumorentstehung beitragen kann
(Forcet et al., 2001). Eine Mutation des p53-Gens mit einem Heterozygotieverlust des
zugehdrigen Chromosoms 17p markiert bei der Tumorgenese des KRK den
entscheidenden Ubergang vom Adenom zum Karzinom (siehe Abbildung 1.2)
(lacopetta, 2003). Das Wildtyp p53-Protein wird dabei als ,Wachter des Genoms*
bezeichnet, da es im Zellzyklus die DNA auf mégliche Schaden untersucht, wenn
ndtig Reparaturmechanismen in Gang setzt und fur diese Zeit den Zellzyklus stoppt
(Efeyan und Serrano, 2007). AulRerdem ist es bei schweren Schaden in der Lage
Uber das Bcl-2 assoziierte X-Protein (Bax) die Apoptose zu induzieren (Li et al.,
2015). Trotz der scheinbar linearen Abfolge der Adenom-Karzinom-Sequenz haben
Fearon und Vogelstein schon in ihrer Originalarbeit festgestellt, dass die Reihenfolge
der genetischen Veranderungen nicht von entscheidender Bedeutung fur die
Tumorprogression ist und im finalen KRK h&ufig nur ein Teil der beschriebenen

Abweichungen vorliegt (Fearon und Vogelstein, 1990).

Als zweite wichtige Ursache fur genetisch instabile KRK gilt das Vorhandensein einer
MSI. Die daruber definierte Tumorklasse liegt jedoch nur bei rund 15 % der KRK vor
und ist somit deutlich seltener als die der CIN* KRK (Boland und Goel, 2010). Als
Mikrosatelliten werden kurze DNA-Abschnitte aus sich wiederholenden Nukleotiden,
wie beispielweise dem Dinukleotid Cytosin/Adenosin, bezeichnet. Durch ihren
repetitiven Charakter sind diese Bereiche jedoch besonders anfallig flir numerische
Replikationsfehler. Das Fortbestehen dieser Langenpolymorphismen mit der
moglichen klonalen Expansion der betroffenen Zellen wird durch einen Ausfall des
DNA-Mismatch-Reparatursystems (MMR) ermdglicht. Auch fur die kolorektale
Karzinogenese relevante Gene, die Uber entsprechende repetitive Elemente
verfiigen, werden durch diese Mutationen beeinflusst (Soéreide et al., 2006).
Infolgedessen ist der antiproliferative TGF-B Signalweg durch Ausbildung eines
fehlerhaften TGF-B2 Rezeptors haufig beeintrachtigt (Akiyama et al., 1996; Markowitz
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et al., 1995). Auch treten, wie in Abbildung 1.2 dargestellt, Mutationen bei sowohl
wachstumsregulierenden (Aktivin Rezeptor-2 (Jung et al., 2004), IGF-2 Rezeptor
(Souza et al., 1996), Axin-2 (Duval und Hamelin, 2002)), als auch proapoptotischen
und zellzyklusregulierenden Genen wie Bax und Caspase-5 auf (Trojan et al., 2004).
Der groRte Teil der KRK mit hoher MSI (MSI-H) entwickelt sich sporadisch und ist
durch einen MMR-Funktionsverlust aufgrund eines epigenetisch ausgeschalteten
MutL Escherichia Coli homolog 1 (MLH1) Gens gekennzeichnet (Duval und Hamelin,
2002). Der zugrunde liegende Mechanismus (siehe Kapitel 1.4) beruht auf Inseln
hypermethylierter Cytosin/Guanin (CpG) Dinukleotide (Lao und Grady, 2011).
Dadurch kommt es h&ufig zu einer Uberschneidung zwischen CIMP* und MSI-H.
Dabei ist diese Kombination oft mit einer Mutation des Protoonkogens BRAF
assoziiert, das den Signalweg der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) und
damit das Zellwachstum beeinflussen kann (Barras, 2015; Jass, 2007). Sind bei
CIMP* KRK jedoch keine MMR-Gene betroffen, werden diese dem alleinigen
Methylator-Phanotyp zugeordnet (Worthley et al., 2007). Demgegenuber zeigt nur ein
geringer Prozentsatz der MSI-H KRK eine hereditare Genmutation des MMR, die
dabei insbesondere MutS homolog 2 (MSH2) und MLH1 betrifft. Dieses als
Lynch-Syndrom bzw. hereditdres nicht-Polyposis-assoziiertes kolorektales Karzinom
(HNPCC) bezeichnete Leiden spielt zwar nur bei ca. 3 % der KRK eine Rolle, gilt aber
als das haufigste zum KRK pradisponierende Syndrom (Lynch et al., 2009).

Chromosomal instability pathway
Genetic alterations through chromosomal losses and gains

Deletion 1p Deletion 8p LOH 17p LOH 18q

APC COX2 K-ras DCC/Smad4 p53

[+ 1 » 1 - _
Normal Early Intermediate Late Crdnoms N~
mucosa adenoma adenoma adenoma :

T ? T ? T ? ;

p-catenin BAX TCF-4 IGF-IIR TGF-gRI!

MLH1 MSH2 MSH6
Epigenetics CIMP hypermethylation
Microsatellite instability pathway

Genetic alterations through defective DNA mismatch repair proteins

Abbildung 1.2: Charakterisierung der molekularen Hauptentstehungsmechanismen des KRK.
APC = Adenomatése Polyposis Coli; BAX = Bcl-2 assoziiertes X-Protein; CIMP = CpG-Insel-
Methylierungs-Phénotyp; COX2 = Cyclooxygenase-2; DCC = Deleted in colorectal cancer;
IGF-IIR = Insulin-like growth factor 2 receptor; LOH = Loss of heterozygosity (Heterozygotie-
verlust); MLH1 = MutL Escherichia Coli homolog 1; MSH2/MSH6 = MutS homolg 2/6; TCF-4 =
T-Zell Faktor 4, TGF-BRII = Transforming growth factor 8 receptor 2 (Séreide et al., 2006).
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1.2 Exogene Retroviren in der Tumorgenese

Grundsatzlich wird die Tumorentstehung neben hereditaren Faktoren vor allem durch
Umwelteinflisse beglnstigt. Dabei ist das tumorerregende Potenzial nicht nur fur
radioaktive Strahlung und chemische Karzinogene, sondern insbesondere auch fur
Retroviren belegt (Ruprecht et al.,, 2008). Schon 1911 wurde der Begriff der
Tumorvirologie mit der Entdeckung des in Huhnern vorkommenden
Rous-Sarkom-Virus erstmals eingefihrt (Smith und Smith, 2016). Dieses Virus besitzt
das Onkogen der viralen Sarkom-Tyrosinkinase (v-src), das auf dem bei der viralen
Replikation aufgenommenen Protoonkogen der zellularen Sarkom-Tyrosinkinase
(c-src) basiert und eine Wachstumsforderung induziert (Rosenberg, 2010).
Mittlerweile sind Uber n = 30 verschiedene retrovirale Onkogene bekannt, deren
Ubertragungen zwar ausschlieBlich in der Tierwelt, vorwiegend bei Nagetieren und
Végeln, eine Rolle spielen, jedoch in diesem Zusammenhang erstmals naher
beschrieben werden konnten und dadurch die Grundlage flr das spatere Verstandnis
der humanen Tumorgenese lieferten (Vogt, 2012). So 16st das MC-29 Retrovirus mit
dem enthaltenen viralen Myelocytomatosis (v-myc) Gen zum einen in Hihnern die
Myelocytomatose aus (Alitalo et al., 1983). Auf der anderen Seite spielt aber dieses
Gen als zellulare Myelocytomatosis (c-myc) in einem translozierten Zustand eine
wichtige Rolle bei der Entstehung des humanen Burkitt-Lymphoms (Dalla-Favera et
al., 1982; Taub et al., 1982). Erst 1980 wurde mit der Entdeckung des humanen
T-Zell-Leukémie-Virus 1 (HTLV-1) das erste und bis heute einzige exogene
Retrovirus beschrieben, das eindeutig beim Menschen eine maligne Erkrankung
auslésen kann (Javier und Butel, 2008). So sind weltweit 10 - 20 Millionen Menschen
mit diesem Virus, das ahnlich wie HIV perinatal, sexuell, oder parenteral Gbertragen
werden kann, infiziert (Edlich et al., 2000). Dabei entwickeln 2 — 6 % der Betroffenen
im Laufe ihres Lebens eine T-Zell-Leukdmie oder ein Lymphom (Taylor, 2015),
welche durch eine schlechte Prognose mit hoher Chemotherapieresistenz
gekennzeichnet sind (Matutes, 2007). Das Genom des HTLV-1 codiert fir das
Tax-Onkoprotein, das zellular sowohl eine Apoptose hemmende (Okamoto et al.,
2006), als auch wachstumssteigernde Wirkung besitzt. So bindet Tax an die
Phosphatidylinositol-3-Kinase, die dann Uber eine verstarkte Phophorylierung der
Serin/Threonin-Kinase Akt und der damit verbundenen Aktivierungen von
Transkriptionsfaktoren die Proliferation der infizierten Zellen steigert (Matsuoka und
Jeang, 2007).
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1.3 Humane endogene Retroviren

1.3.1 Grundlagen

Rund 8 % des menschlichen Genoms (Lander et al., 2001) besteht aus endogenen
Retroviren (ERV), die nach primaren Entdeckungen in der Tierwelt erstmals in den
1980er Jahren beim Menschen sicher nachgewiesen wurden (Callahan et al., 1982;
Martin et al., 1981). Diese humanen endogenen Retroviren (HERV) gehen meist auf
Keimbahninfektionen mit infektidsen exogenen Retroviren vor vielen Millionen Jahren

zuruck und persistieren bis heute im menschlichen Genom (Dudley et al., 2010).

Der charakteristische Aufbau besteht aus zwei regulatorischen long terminal repeat
(LTR) Abschnitten, sowohl am 3°-, als auch am 5°-Ende, welche die fur Retroviren
typischen Gene gag, pol und env umschlieRen. Als Bestandteil eines Proviruses
codierten diese urspringlich fir Matrix- und Kapsidproteine bzw. gruppenspezifische
Antigene (gag), replikationsrelevante Enzyme, wie Integrase oder reverse
Transkriptase als RNA-abhangige DNA-Polymerase (pol), sowie fiir Hillproteine (env)
(Cohen und Larsson, 1988). Zur Initierung der reversen Transkription des
Virusgenoms, also dem Umschreiben der viralen Erbinformation von RNA zu DNA, ist
eine zur Primer-Bindungsstelle (PBS) (siehe Abbildung 1.3-a) komplementare
transfer-RNA (tRNA) noétig (Marquet et al.,, 1995). Es gibt viele verschiedene
Einteilungskriterien der HERV, jedoch ist die Differenzierung auf Basis des
Einbuchstabencodes, der zur virusspezifischen tRNA gehdrenden Aminosaure, die
haufigste Klassifikation (Mullins und Linnebacher, 2012a). Da auch in dieser Arbeit
dieses System verwendet wird, ist z.B. Histidin die Aminosaure, die mit der fir
HERV-H spezifischen tRNA korrespondiert (Lee et al., 2000).

Im Laufe der Evolution vervielfaltigten sich die HERV-Strukturen durch
Retrotransposition im menschlichen Genom, wurden dabei jedoch gleichzeitig durch
Punktmutationen (schwarze Banden in Abbildung 1.3-b), Rasterverschiebungen und
Deletionen grdéftenteils inaktiviert (Griffiths, 2001). Zusatzlich werden die HERV
insbesondere durch DNA-Methylierung (siehe Kapitel 1.4) und Histon-Acetylierung
epigenetisch  supprimiert (Hurst und Magiorkinis, 2017). Durch homologe
Rekombination beider LTR-Elemente ist es sogar haufig zum Verlust des gesamten
zentralen Abschnitts gekommen (Prak und Kazazian, 2000), sodass heute diese sog.
Solo-LTR (Abbildung 1.3-b) mindestens zehnmal haufiger sind als HERV mit
kompletter proviraler Struktur (Stoye, 2001). Bedingt durch diese vielen Aberrationen
ist eine Transposition der HERV im Allgemeinen nicht mehr méglich (Katoh und

Kurata, 2013), sodass bis heute, anders als z.B. bei ERV in Mausen (Ribet et al.,
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2008), kein infektiéser Vertreter beschrieben wurde (Stoye, 2001). Trotzdem sind bei
malignen Entartungen oder Autoimmunerkrankungen haufig fur HERV spezifische
Gene auf RNA-Ebene verstarkt exprimiert, die zur Produktion retroviraler Proteine
fuhren kénnen. Diese sind zwar meist unvollstandig, fuhren jedoch teilweise in dem
betroffenen Organismus zu einer Immunantwort (Nelson et al., 2003; Tugnet et al.,
2013).

Als transponierende Elemente stellen HERV ebenso einen bedeutenden Faktor der
Plastizitat bzw. evolutionaren Entwicklung des menschlichen Genoms dar (Nelson et
al., 2003). Neben ihrer Promotorfunktion fiir bereits bestehende Gene bilden sie auch
den Ursprung fur Proteine, die heute essenzielle physiologische Funktionen
Ubernehmen. Prominente Beispiele sind Syncytin-1 und -2, die auf der env-Sequenz
der HERV-W bzw. HERV-FRD Familie basieren. Ahnlich zu der proviralen
Fusionsfunktion von env sind sie u.a. an der Zytotrophoblastenverschmelzung bzw.
Plazentakonstitution mit Aufbau der immunologischen Toleranz beteiligt (Blaise et al.,
2003; Mallet et al., 2004). Dartiber hinaus erharten sich die Hinweise, dass HERV mit
der Ausbildung pluripotenter Eigenschaften in Stammzellen assoziiert sind (Santoni et
al., 2012).

(@) PBS
LTR SlD Sf* LTR
i B = T ~_-
“_
gag pol env
(b) PBS
LTR SP SlA LTR
-
w | ——
gag pol env
Aenv
i I = o~
Solitary LTR
T =
CGB.c

Abbildung 1.3: Struktur retroviraler Proviren. (a) Infektiése Retroviren mit vollstdndiger
Struktur, bestehend aus den drei Genen (env = Envelope Gen, gag = Gruppenspezifisches
Antigen, pol = DNA-Polymerase Gen) sowie Kontroll- und Regulationselementen (LTR = Long
terminal repeat, PBS = Primer-Bindungsstelle, SA = Splice acceptor SD = Splice donor,).
(b) Humane endogene Retroviren mit inaktivierenden Mutationen wie z.B. Punktmutationen
(dunkle Banden) oder als einzelne LTR durch homologe Rekombination (Griffiths, 2001).
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1.3.2 HERV in der allgemeinen Tumorgenese

In den letzten Jahren wurde der Zusammenhang zwischen der erhohten Aktivitat
spezifischer HERV-Familien und bestimmten malignen Neubildungen weiter

konkretisiert (siehe Tabelle 1.1).

Einer der zentralen Mechanismen zur Tumorinduktion durch Retroviren ist die
de novo Einflgung eines Provirus im  zellularen Genom als sog.
Insertionsmutagenese. Dadurch kann sowohl die Aktivitat von Onkogenen (u.a. wnt-1)
gesteigert, als auch die Funktion von Tumorsuppressorgenen (TSG) reduziert werden
(Kassiotis, 2014). Grundsatzlich ist dieser Vorgang bei den immobilen HERV im
Gegensatz zu den Vertretern in der Tierwelt nicht mehr méglich. Trotzdem bleibt die
Suche nach Ubertragbaren und somit Gber Insertionen mutagenen HERV weiter ein
wichtiges und kontrovers diskutiertes Forschungsgebiet (Ruprecht et al., 2008). Als
vielversprechende Kandidaten gelten hierfir Mitglieder der HERV-K Familie, die als
Ursache fur die bereits beobachtete Produktion retroviraler (jedoch nicht pathogener)
Partikel in Melanomzellen vermutet werden (Muster et al., 2003). Durch in vitro
Rekonstruktionen konnten Vertreter dieser Gruppe sogar kinstlich ihre Infektidsitat

wiedererlangen (Lee und Bieniasz, 2007).

Trotz der vielen inaktivierenden Mutationen codieren manche HERV Uber offene
Leseraster (ORF) weiter fUr retrovirale Genprodukte (Tdnjes et al., 1996), die dann
zur Tumorgenese beitragen kdnnen. So produzieren die HERV-K (HML-2) Familien
die potenziell onkogenen Proteine NP9 und Rec, die Uber eine Suppression des
Promyelozytenleukamie-Zinkfinger-Transkriptionsfaktors eine gesteigerte Expression
des Protoonkogens c-myc verursachen kénnen (Denne et al., 2007). Uber diesen
speziellen Fall hinaus besitzen offenbar durch env codierte Transmembranproteine
eine immunsuppressive Domane, wodurch Tumorzellen die korpereigenen
Abwehrmechanismen unterdricken kénnen (Morozov et al., 2013). Des Weiteren
kann es durch den repetitiven Charakter der HERV vermehrt zu nicht-allelischen
homologen Rekombinationen und damit verbundenen Chromosomenaberrationen
kommen (Campbell et al., 2014; Feschotte und Gilbert, 2012). Ein Bespiel fir diesen
potenziell onkogenen Rekombinationsmechanismus, an dem HERV beteiligt sind, ist
die Genfusion von HERV-K_22q11.23 und ETV1 im Prostatakarzinom (Tomlins et al.,
2007). Ein weiteres Instrument mit dem HERV zur Tumorgenese beitragen kdnnen ist
die Regulation zellularer Gene durch ihre LTR. Diese repetitiven Elemente sind in der
Regel, beispielweise durch DNA-Methylierung (siehe Kapitel 1.4), supprimiert, kdnnen
jedoch im deregulierten Zustand als Promotor bzw. Enhancer flir Onkogene dienen

(Romanish et al., 2010). So basiert die verstarkte Transkription des
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Kolonie-stimulierenden-Faktor-1-Rezeptors (CSF1R) im Hodgkin-Lymphom auf der
Aktivierung eines vorgelagerten LTR-Elements (Lamprecht et al., 2010). Daruber
hinaus koénnen aktive LTR die Expression der potenziellen Onkogene
Interferon-Regulationsfaktor (IRF) 5 (Babaian et al., 2016) und gasdermin-like
(GSDML) (Huh et al., 2008) steigern.

Tabelle 1.1: Zusammenhang zwischen der Expression spezifischer HERV-Familien und
bestimmten malignen Neoplasien.

HERV-Familie Maligne Neoplasie Quelle
Pankreaskarzinom (Li etal., 2017)
Leukamie (Depil et al., 2002)
HERV-K Mammakarzinom (Wang-Johanning et al., 2001)

(Buscher et al., 2005)

Melanom (Serafino et al., 2009)

Keimzelltumor (Testis, Ovar) (Herbst et al., 1996)

Lungenkarzinom
HERV-R (Ahn und Kim, 2009)
Leberkarzinom

HERV-E Prostatakarzinom (Wang-Johanning et al., 2003)

HERV-H KRK (Wentzensen et al., 2007)

HERV-W Seminom (Gimenez et al., 2010)
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1.3.3 HERV-H im Bezug zum KRK

Die ersten Infektionen des menschlichen Genoms mit HERV-H fanden vor Uber
40 Millionen Jahren statt. Mittlerweile bilden diese die grofite Gruppe der HERV (Yi et
al., 2006). Die hohe Anzahl an vollstandigen Proviren im Verhaltnis zu einzelnen LTR
ist dabei ein Hinweis fur den besonders langsamen Abbau dieser HERV-Familie
(Romer et al., 2017). Wie viele andere Familien ist auch diese moglicherweise an der
Tumorgenese beteiligt (siehe Tabelle 1.1). Besonders in Zelllinien des KRK Ilasst sich
bei rund 50 % der Proben eine erhdhte Expression eines spezifischen HERV-H Locus
(X00041_h_gag) auf dem Chromosomen Xp22.3 beobachten (Pérot et al., 2015;
Wentzensen et al., 2007). Die Demethylierung im Bereich des 5°-LTR ist dabei ein
moglicher Hinweis auf eine epigenetische Beteiligung bei dieser aberranten
Expression (Wentzensen et al., 2007) Fur einen env-enthaltenden ORF auf Xp22.3
konnte spezifisch das immunogene Potenzial nachgewiesen werden, indem
zytotoxische T-Lymphozyten (CTL), die flr diese retroviralen Peptide spezifisch sind,
zu einer Interferon-gamma (IFN-y) Produktion mit Tumorzelllyse fihrten (Mullins und
Linnebacher, 2012b). Neben dem X-Chromosom konnten auch auf den
Chromosomen 5, 13, 14 und 20 aktive HERV-H Loci, jedoch in einem geringeren
Umfang, beschrieben werden. Klinisch zeigte sich eine Korrelation zwischen der
Expression dieser Gene und dem Ausmalf der Lymphknoteninfiltration (Pérot et al.,
2015). Uber die RNA-Ebene hinaus konnte mit Hilfe von anti-gag-H Antikdrpern (AK)
auch das Vorhandensein von HERV-H spezifischen (Fusions-)Proteinen
insbesondere im KRK, und teilweise auch in normalen Kryptenzellen, nachgewiesen
werden (Mullins et al., 2016). Dabei zeigte sich flr ein Hullprotein, das spezifisch fr
HERV-H ist, ein immunsuppressiver und somit potenziell tumorférdernder Effekt
(Mangeney et al., 2001). AulRer bei malignen Neoplasien spielt diese Familie der
HERV auch bei der Entstehung anderer Erkrankungen, wie beispielweise der

Multiplen Sklerose, méglicherweise eine Rolle (Christensen, 2017).
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1.4 DNA-Methylierung

1.4.1 Einfuhrung

Unter dem Begriff Epigenetik werden meiotisch oder mitotisch vererbte
Veranderungen der Genexpression zusammengefasst, denen keine Modifikationen
der DNA-Sequenz zugrunde liegen (D’Urso und Brickner, 2014). Einer der wichtigsten
Mechanismen ist hierbei die eingangs erwahnte DNA-Methylierung an
CpG-Dinukleotiden (siehe Kapitel 1.1.3). Diese Veranderung betrifft in der Regel das
gesamte humane Genom, inklusive repetitiver Sequenzen, Enhancern, Promotoren
und gene bodys. Hierfur wird durch eine DNA-Methyltransferase (DNMT) am Cytosin
des Dinukleotids eine Methylgruppe an das C5-Atom des Pyrimidinrings (5mC)
angelagert (Lim und Maher, 2011). Grundsatzlich sind drei verschiedene DNMT
bekannt: DNMT1, DNMT3a und DNMT3b. Wahrend die DNMT1 der Aufrechterhaltung
des Methylierungsmusters bei der Replikation dient, ist die DNMT3-Gruppe eher flr
die de novo Methylierung, beispielweise bei der elterlichen Pragung, verantwortlich
(Cheung et al., 2009). Die DNA-Methylierung verhindert zum einen die Bindung von
Transkriptionsfaktoren. Viel wichtiger jedoch ist die Rekrutierung eines sog.
Repressorkomplexes, der Uber eine Histonmodifizierung zu einer kondensierten und
somit inaktiven Chromatinstruktur (Heterochromatin) fihrt (Lim und Maher, 2011).
Eine Hypermethylierung der DNA verursacht also die verminderte Transkription des
betroffenen Bereichs und eine Hypomethylierung entsprechend das Gegenteil (Klein
und Costa, 1997). Im menschlichen Genom enthalten rund 70 -80 % der
CpG-Dinukleotide 5mC-Strukturen (Jang et al., 2017) die somit zu einer globalen
Inaktivierung fihren und dabei helfen nicht-codierende Regionen zu supprimieren.
Insbesondere die Unterdriickung von potenziell schadlichen Transposons oder viralen
Sequenzen in der DNA ist dabei ein wichtiges Ziel der globalen DNA-Methylierung
(Baylin, 2005). Im Kontrast dazu stehen die im Allgemeinen unmethyliert vorliegenden
CpG-Inseln, die in den Promotorregionen von rund 56 % aller humanen Gene

lokalisiert sind und somit deren Transkription unterstitzen (Suzuki und Bird, 2008).
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1.4.2 Veranderungen in der Tumorgenese

In Tumoren liegen oft epigenetische Veranderungen vor, bei denen haufig abnormale
Hypo- und Hypermethylierungen in verschiedenen Bereichen parallel auftreten
(Cheung et al., 2009).

Dabei unterdrickt eine lokale Promotor-Hypermethylierung im KRK nicht nur das
MMR (siehe Kapitel 1.1.3), sondern auch diverse TSG (Esteller, 2002). Betroffene
Gene sind dabei u.a. FAS (Manoochehri et al., 2016), p16 (Goto et al., 2009) oder die
large tumor suppressor kinase 1 (Wierzbicki et al., 2013). AuRerdem kann 5mC als
instabile Base leicht zu Thymin desaminiert werden. Die so veranderte Basenabfolge
kann TSG inaktivieren oder uber ein frihzeitiges Stopcodon Translationsabbriche
wichtiger zellularer Gene verursachen (Lim und Maher, 2011). Haufiger als die lokale
Steigerung zeigt sich jedoch eine globale Verminderung der DNA-Methylierung
(Ehrlich, 2002). Die Gruppe um Feinberg wies schon 1988 im Genom von
kolorektalen Adenomen und KRK einen insgesamt um 8 — 10 % reduzierten Gehalt an
5mC nach (Feinberg et al., 1988). So liegt das haufig Uberexprimierte Onkogen c-myc
in rund 66 % aller Adenokarzinome des Kolons und sogar in etwa 83 % der
entsprechenden Metastasen an einer spezifischen Position hypomethyliert vor
(Sharrard et al.,, 1992). Neben der Expressionssteigerung bestimmter
tumorférdernder Gene kénnen aber auch viele transponierende Elemente wie
beispielweise die [long interspersed nuclear elements 1 (LINE-1) durch
Hypomethylierung reaktiviert werden. Durch erneute Transposition kénnen diese
dann madglicherweise die Expression zellularer Gene beeinflussen (Esteller und
Herman, 2001). AuRerdem ist in verschiedenen Tumoren die Hypomethylierung von
Satelliten-DNA beschrieben worden (Kisseljova und Kisseljov, 2005). Diese
nicht-codierenden Abschnitte sind haufig in heterochromatischen Bereichen, z.B. in
der Nahe von Centromeren, lokalisiert und kénnen bei einer Demethylierung die

Chromatinstruktur und genomische Stabilitat beeintrachtigen (Ehrlich, 2002).
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1.4.3 Medikamentose Beeinflussung

1.4.3.1 Azathioprin

Das Immunsuppressivum Azathioprin (AzaT) wird primdr zur Behandlung von
autoimmun bedingten Leiden bzw. chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen (IBD)
oder zur Therapie der akuten lymphatischen Leukamie eingesetzt (Azimi et al., 2014).
Im Rahmen des Metabolismus fungiert AzaT als Prodrug von 6-Mercaptopurin
(6-MP), welches ebenfalls als eigenstidndiges Medikament verflugbar ist (Cuffari,
2006). Gemeinsam mit 6-Thioguanin (6-TG) werden diese zwei Wirkstoffe zu der
Gruppe der Thiopurine zusammengefasst (Yuan et al.,, 2011). Hierbei kann 6-MP
initial durch die Xanthinoxidase oder die Thiopurin-S-Methyltransferase (TPMT)
inaktiviert werden. Es gilt jedoch einen funktionseinschrankenden Polymorphismus
der TPMT zu beachten, der bei rund 10 % der Bevdlkerung vorliegt und eine schwere
Intoxikation mit AzaT verursachen kann (Dean, 2012). Andererseits wird 6-MP Uber
verschiedene Zwischenschritte zu aktiven 6-TG Nukleotiden metabolisiert. Diese
hemmen auf zwei Wegen die Proliferation der T-Lymphozyten und wirken somit
immunsuppressiv. Neben der Inkorporation dieser Purinantagonisten in die DNA steht
die Apoptoseinduktion durch eine ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (Rac1)
Blockade im Vordergrund (Cuffari, 2006; Turner und Pirmohamed, 2015). Die 6-TGN
Synthesevorstufen kénnen durch die TPMT jedoch auch zu aktiven Metaboliten wie
z.B. Methylthioinosinmonophosphat verstoffwechselt werden, die als Inhibitoren der

de novo Purinsynthese (DNPS) in Erscheinung treten.

Eine mogliche Beeinflussung des DNA-Methylierungsstatus besteht nun darin, dass
neben der TPMT auch die DNMT als Methylgruppendonator das S-Adenosylmethionin
nutzt, dessen Bildung wiederum von der DNPS abhangig ist. So kann sowohl eine
hohe Aktivitdt der TPMT, als auch eine starke Hemmung der DNPS Uber eine
Verringerung des S-Adenosylmethionin-Spiegels die DNA-Methylierung reduzieren.
Obwohl der exakte Reaktionsweg noch nicht abschlieBend identifiziert ist, konnte
in vivo durch eine Behandlung mit 6-MP eine globale Hypomethylierung induziert
werden (Hogarth et al., 2008). Auch durch die Behandlung mit 6-TG wurde in T-Zellen
einer akuten lymphatischen Leukadmie die Abnahme des Methylierungsgrades
induziert. Dabei konnten sogar Gene, die zuvor durch diesen epigenetischen Effekt

ausgeschaltet wurden, reaktiviert werden (Yuan et al., 2011).
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1.4.3.2 Azacitidin

Das in den 1960er Jahren erstmals hergestellte Medikament Azacitidin (AzaC) ist ein
chemisch synthetisiertes Nukleosidanalogon, bei dem, im Gegensatz zu Cytidin, im
Pyrimidinring das flinfte C-Atom durch Stickstoff ersetzt wurde (Raj und Mufti, 2006).
AzaC wird primar in der Therapie des Myelodysplastischen Syndroms, der akuten
myeloischen Leukamie oder der chronischen myelomonozytaren Leukamie eingesetzt
(Derissen et al., 2013). Das in die DNA eingelagerte AzaC kann uber eine irreversible
Bindung insbesondere die DNMT1 inaktivieren und wird daher mit weiteren
Nukleosidanaloga wie Decitabin und Zebularin zu der Gruppe der
DNA-Methyltransferase-Inhibitoren (DNMTI) zusammengefasst. Als Folge der
Demethylierung koénnen TSG, die in malignen Neoplasien durch eine
Hypermethylierung der CpG-Inseln haufig inaktiv vorliegen, reaktiviert werden
(Christman, 2002; Gnyszka et al., 2013). So wurde beispielweise in vitro beim KRK
durch eine AzaC-Therapie die Transkription des TSG p16™*? gesteigert (Schneider-
Stock et al.,, 2005). Zusammengefasst kénnen mogliche Effekte dieser
Genreaktivierungen verstarkte Zelldifferenzierung und Apoptose, sowie eine
verminderte zellulare Proliferation sein (Gnyszka et al., 2013). AzaC kann durch eine
Demethylierung der DNA aber auch insbesondere die Transkription der HERV
verstarken (Laska et al., 2013). So wurde konkret in Teratokarzinomzelllinien die
Expression von Teilen der HERV-K Familie, die dort ORF fiur die Gene gag, pol und
env besitzt, durch eine Behandlung mit AzaC gesteigert. Aullerdem wurde die
Produktion Retrovirus-artiger Partikel verstarkt (Goétzinger et al., 1996). Diese
Hochregulation der ERV scheint einen weiteren zentralen Wirkmechanismus der
DNMTI darzustellen. Denn, neben der Induktion der retroviralen doppelstrangigen
RNA, werden durch die DNMTI auch die zugehdrigen zytosolischen Rezeptorproteine
wie ftoll-like receptor 3 (TLR3) oder melanoma differentation antigen 5 (MDAS)
aktiviert. Uber die Produktion von Interferon-beta (IFN-B) und der folgenden Induktion
der Interferon-stimulierten Gene wird eine antivirale Immunantwort mit einer
anschlieRenden Apoptose der Tumorzellen ausgelost (Chiappinelli et al., 2017).
In vitro wurde aullerdem das Wachstum von intestinalen Tumororganoiden durch eine
Decitabintherapie deutlich reduziert. Auch in diesen behandelten Zellen lagen viele
Gene, die in die antivirale bzw. auf Interferon-basierte Immunantwort involviert sind,
verstarkt exprimiert vor (Saito et al., 2016). Eine Monotherapie des KRK mit AzaC
zeigte in vivo jedoch keine Hemmung der Tumorprogression. Trotzdem konnte bei
anderen soliden Tumoren, wie dem Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom, ein
adjuvanter Effekt der DNMTI in Kombination mit klassischen Chemotherapeutika

gezeigt werden (Azad et al., 2017).
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1.5 Zielstellung der Arbeit

Neben der klassischen operativen Entfernung, sowie der Chemo- und
Strahlentherapie liegt der aktuelle Fokus bei der Erforschung neuer
Behandlungsoptionen des KRK auf der Immuntherapie. Bisher reagieren diese
Karzinome aufgrund geringer immunogener Zielstrukturen eher schlecht auf diese
neuartigen Behandlungsstrategien. Von HERV-H abgeleitete Epitope, die bereits
in vitro erfolgreich durch CTL attackiert wurden (Mullins und Linnebacher, 2012b),
kdnnten daher die Immunogenitat fur einen moglichen Immuntherapieansatz steigern.
Durch eine Suppression der physiologischen Hypermethylierung mittels
demethylierender Substanzen sollen durch diese mehrstufigen modellhaften in vitro
Analysen (siehe Abbildung 1.4) Zelllinien mit einer gesteigerten Immunogenitat
erzeugt werden. Nach aktueller Literatur wird erstmals solch ein breit aufgestellter
Ansatz an einer umfangreichen KRK-Tumorbank umgesetzt und stellt somit das
erklarte Kernziel dieser Arbeit dar. Als abschlieBende Fragestellung ergibt sich,
welche der KRK-Zelllinien nach stattgefundener HERV-H Induktion durch ihre
immunologischen Oberflachenproteine potenzielle Ziele eines experimentellen
Immuntherapieansatzes darstellen konnten. Durch die Angliederung an die Klinik und
Poliklinik far Chirurgie der Universitatsmedizin Rostock konnte die Arbeitsgruppe
Molekulare Onkologie und Immuntherapie (AG MOI) viele Patienten-abgeleitete

KRK-Zelllinien etablieren und fur diese Analysen bereitstellen.

» »

Abbildung 1.4: Ubersicht der mehrstufigen HERV-H in vitro Analysen dieser Arbeit. Diese
umfassen ein basales Screening mit Klassifikation, den Vergleich der RNA- und
Proteinexpression, sowie die Identifikation méglicher medikamentéser HERV-H Induktionen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Laborgerate

Brutschrank Typ INC 246
Durchflusszytometer FACS Calibur™
Geldokumentationskammer BIO-Print ST4
Gelelektrophoresekammer
Grafiktaschenrechner TI1-83 Plus
Heizplatte

Kuhlgerate:
e Kihlschrank: 4 °C

e Tiefkuhlschrank: -20 °C

e Tiefkuhltruhe: -30 °C

e Tiefkuhltruhe: -80 °C
Lichtmikroskop Primo Vert
Mehrfachdispenser Handy Step® S
Mehrkanalpipette
Mikroskopkamera Axiocam 105 Color
Mikrowelle
Multiplate Reader Infinite® 200
Pipetten

Pipettierhilfe Pipetboy acu2

Real-Time PCR Cycler ViiA™ 7

Memmert (Schwabach, DE)

BD Biosciences (Heidelberg, DE)
Vilber Lourmant (Eberhardzell, DE)
Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)
Texas Instruments (Dallas, USA)

Diagnostics Pasteur (Lyon, FR)

Liebherr Hausgerate
(Ochsenhausen, DE)

Bosch Hausgerate (Munchen, DE)
Kryotec-Kryosafe (Hamburg, DE)
Kryotec-Kryosafe

Zeiss (Oberkochen, DE)

Brand (Wertheim, DE)

Eppendorf (Hamburg, DE)

Zeiss

Bosch Hausgerate

Tecan (Mannedorf, CH)

Gilson (Middleton, USA)

Integra Biosciences (Neu-Ulm, DE)

Applied Biosystems
(Thermo Fisher Scientific)
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Schittler:
e MS2 Minishaker
e Rocker 3D

Sicherheitswerkbank Safemate 1.8. Vision
Spannungsgeber Power Ease 500

Spektralphotometer Nanodrop 1000
Thermal Cycler MyCycler™
Thermomixer compact

Vakuumpumpe Vacusafe
Waage

Wasserbad WiseBath (Wb6)
Zentrifugen:
e Microzentrifuge 5415D

o Zentrifuge Rotina 38

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Deckglaser

Dispenser-Tips
Durchflusszytometrieréhrchen 5 ml

FACS Polypropylen (PP) Rdéhrchen (1,3 ml)
Klebefolie PCR-Platte

Kryogefalie

Kryoeinfriercontainer CoolCell
Mikrotiterplatten Cellstar® (12; 96 Well)

Pasteurpipetten

IKA (Staufen, DE)
IKA
BioAir-Euroclone (Pero, IT)

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientific
Bio-Rad Laboratories
Eppendorf

Integra Biosciences

Kern & Sohn
(Balingen-Frommern, DE)

TQC (Hilden, DE)

Eppendorf

Hettich (Tuttlingen, DE)

Thermo Fisher Scientific

Brand

Sarstedt (NiUmbrecht, DE)
Greiner-Bio-One (Kremsmunster, AT)
Sarstedt

Sarstedt

BioCision (San Rafael, USA)
Greiner-Bio-One

Fisher-Scientific (Hampton, USA)
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PCR 8er Softstripes

PCR-Platte Halbrand 96-FAST fur ViiA™ 7
Pipettenspitzen

PP-Roéhrchen (15 ml, 50 ml)
Reaktionsgefalie (0,5 ml; 1,5 ml)
Serologische Pipetten Cellstar® (2, 4, 10 ml)
Zahlkammer nach Neubauer

Zellkulturflaschen (T25; T75; T175)

2.1.3 Chemikalien

Agarose
Azacitidin

Azathioprin Imurek®

Bacillol® AF

3-Mercaptoethanol

Complete (5x) Reaction buffer
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/ Nutrient Mixture F-12)

DNA-Leiter 50 bp

DNAse (Desoxyribonuklease) |
(Recombinant RNAse free, 10 U/uL)

dNTP (Desoxyribonukleosidtriphosphate)
working 10 mM

Ethanol absolut
Ethidiumbromid

Fetales Kalber Serum (FKS)

Brand

Sarstedt

Sarstedt

Greiner-Bio-One

Sarstedt

Greiner Bio-One

Marienfeld (Lauda Kénigshofen, DE)

Greiner-Bio-One

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Hycultec (Beutelsbach, DE)

Aspen Pharmacare (Durban, ZAF)

Hartmann
(Heidenheim a.d. Brenz, DE)

Life Technologies
(Thermo Fisher Scientific)

Bioron (Ludwigshafen, DE)

AppliChem (Darmstadt, DE)

PAN Biotech (Aidenbach, DE)

Bioron

Roche (Basel, CH)

Bioron

Walter CMP (Kiel, DE)
Carl Roth (Karlsruhe, DE)

PAN Biotech
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Formafix 4 % gepuffert

Gene Matrix Universal RNA Purification Kit
Genomische DNA (gDNA) Mix
H,O (Nuklease-frei)

HEPES (2-Ethansulfonsaure)
Kristallviolett (KV)

L-Glutamin

Loading Dye

Oligonukleotide

Penicillin G

Phosphat buffered saline (PBS)

Reverase (M-MuLV, Rnase H minus)
200 IU/uL

Rox 25 yM

Saponin

SibirRoxHot Master Mix, low Rox 2x
Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Streptomycin

TAE (TRIS-Acetat-EDTA) Puffer (50x)
TagMan Mastermix 2x

Trypanblau

Trypsin + EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

Tween 20

Grimm med. Logistik (Torgelow, DE)

EURXx (Danzig, PL)

AG MOI

Macherey-Nagel (Duren, DE)
AppliChem

AppliChem

PAN Biotech

Promega (Madison, USA)
Metabion (Planegg, DE)
Jenapharm (Jena, DE)

PAN Biotech

Bioron

EURX
Carl Roth
Bioron

AppliChem

Riemser Pharma (Greifswald, DE)

AppliChem
Bioron
Sigma-Aldrich
PAN Biotech

Sigma-Aldrich
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2.1.4 Antikorper

Anti-His AK (2G2B3)

Anti-human HLA-A/-B/-C (MHC-I)
Phycoerythrin (PE)

Anti-human HLA-DP/-DR (MHC-II)
Fluoresceinisothiocyanat (FITC)

Anti-gag AK (HERV-H):
e 1B3H7
e 1D7D11
e 2H2D6
e 14H11G1
HLA-A2 Zellkulturuberstand Klon BB7.2

Polyclonal Rabbit F(ab‘)2 Anti-Mouse
Immunglobulins

2.1.5 Medien und Losungen

Einfriermedium:

GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase) System Hex 20x (100 ul):

KV-Ldsung:

Puffer P (100x):

SDS (1 %):

Trypanblau (1x):

Vollmedium:

Qiagen (Venlo, NL)

Immunotools (Friesoythe, DE)

Immunotools

BioMérieux SA (Marcy-I'Etoile, FR)
(Mullins et al., 2016)

AG MOl

Dako (Glostrup, DK)

90 % FKS, 10 % DMSO

10 ul (10 uM) forward Primer, 10 pl
(10 uM) reverse Primer, 2 pl (2 uM)
Sonde, 78 pl H,O (Nuklease-frei)

100 ml destilliertes Wasser, 2 ml
Ethanol absolut, 200 mg KV

PBS mit 1 % FKS; 0,03 % Saponin;
0,01 M HEPES

1 g SDS; 100 ml destilliertes Wasser
0,4 g Trypanblau, 100 ml PBS

DMEM/F12 mit 10 % FKS; 7 %
L-Glutamin (200 mM), 10 IE/mI
Penicillin und 130 pg/ml Streptomycin
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2.1.6 Zelllinien

Fur die Analysen wurde mit maximal n = 28 verschiedenen Zelllinien kolorektaler
Adenokarzinome gearbeitet. Alle Linien sind Bestandteil der erweiterten
Tumorbiobank der AG MOI der chirurgischen Klinik und Poliklinik der
Universitatsmedizin Rostock. Die Nomenklatur der meisten Zelllinien ist durch eine
individuelle Nummerierung in Verbindung mit der Kennzeichnung ,HRO" fur Rostock
und ,C“ flr Kolon definiert. Die Bezeichnung ,Met“ steht hierbei fir Metastase, ,BMC*
fur Hirnmetastase. Es wurde sowohl mit primaren Zelllinien aus Patienten, als auch
mit patient derived xenografts (PDX) gearbeitet. Letztere werden durch die
Transferzahl (T), sowie durch die Mauskennzeichnung (M) charakterisiert. In Tabelle

2.1 sind die Eigenschaften aller verwendeten Zelllinien dargestellt.

Tabelle 2.1: Charakterisierung der verwendeten KRK-Zelllinien aus der AG MOI nach
klinischen Eigenschaften, molekularem Subtyp, MSI-Status und Besonderheiten. Die
Abkiirzung spSTD (sporadisch, standard) bezeichnet hierbei das klassische CIN" KRK.

. Ursprungslokalisation, MSI- Mol. .
Bezeichnung Besonderheiten
Geschlecht, Alter Status Typ
HROC18 Coecum, &, 65 J MSS spSTD -
HROC24 -
Ascendens, &, 98 J MSI spMSI
HROC24 T1 M1 -
HROC40 Descendens, &, 69 J MSS CIMP-L |-
HROC43 Ascendens, &, 79 J MSS CIMP-L |-
HROC46 TO M1 |Ascendens, &, 66 J MSS spSTD |-
HROC50 T1 M5 |Ascendens, ¢, 67 J MSI spMSI -
HROC59 T1 M1 |Ascendens, &, 76 J MSS spSTD |-
Ascendens, &, 62 J MSS spSTD P

HROC69 TO M2 -

HROC87 TO M2 |Ascendens, ¢, 76 J MSI spMSI -
HROC131 TO M3 | Ascendens, ¢, 75 J MSI spMSI -
HROC147 TO M1 -
Rektosigmoid, &, 54 J MSI-L CIMP-L
HROC147Met Lebermetastase

HROC173 Ascendens, &, 45 J MSS spSTD -
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. Ursprungslokalisation, MSI- Mol. .
Bezeichnung Besonderheiten
Geschlecht, Alter Status Typ
HROC239 TO M1 |Rektum, @, 72 J MSS - -
HROC257 TO M1 | Ascendens, ¢, 84 J MSI spMSI -

HROC278 TO M1

Ascendens, ¢, 76 J

(MSI-L) |CIMP-H

HROC278Met T2 :
Peritonealmetastase
M2
HROC285 TO M2 | Descendens, ¢, 30 J MSI HNPCC |-
HROC296 Ascendens, ¢, 92 J MSS - -
HROC309 Descendens, &, 86 J MSS - -
HRO_I?OBI:ASZMeH Sigma, &, 72 J MSS - Lungenmetastase
HROC324 Coecum, 2,55 J MSI HNPCC |-
HROC364 rechte Kolonflexur, &, 77 J |- - -
HROBMCO1 Kolon, ¢, 60 J MSS spSTD Hirnmetastase
2.1.7 Software
|_control 1.9 (Multiplate Reader) Tecan

ND-1000 V.3.7.1 (Nanodrop)
Office Professional 2010
Prism5 (Statistik & Grafiken)
QuantStudio™ (Real-Time PCR)
Vision Capt (Geldokumentation)

ZEN core
(Mikroskopkamera Axiocam 105 Color)

Zotero (Literaturverwaltung)
2.1.8 Formatierung

Wissenschaftliche Arbeiten schreiben mit
Word 2010 (7. aktualisierte Auflage 2011)

Thermo Fisher Scientific

Microsoft (Redmond, USA)
GraphPad Software (La Jolla, USA)
Applied Biosystems

Vilber Lourmant

Zeiss

George Mason Universitat
(Washington DC, USA)

Natascha Nicol, Ralf Albrecht
(Addison-Wesley Verlag)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Grundlagen

Die Kultivierung der Tumorzellen erfolgte als Monolayer in Zellkulturflaschen
verschiedener GroRen (T25; T75; T175). Die fur die Inkubation nétige Umgebung
wurde im Brutschrank (Temperatur: 37 °C, mit 5 % CO, angereicherte Atmosphare)
sichergestellt. Der durch die zunehmende Mediumverstoffwechselung verringerte
pH-Wert verursachte einen Farbumschlag des enthaltenen Phenolrots von Rot zu
Gelb. Alle Zellkulturarbeiten, inklusive der folgenden Medikamentenbehandlungen,
wurden an der mit ,Bacillol® AF“ desinfizierten Sicherheitswerkbank der Klasse Il
durchgefiihrt. Die Sterilitat der Verbrauchsmaterialen wurde durch das Verwenden

von Einmalartikeln oder bei 121 °C autoklavierten Glasutensilien gewahrleistet.

2.2.1.2 Passagieren der Zellen und Zellzahlbestimmung

Bei einem flachendeckenden Wachstum (>70 — 90 % Konfluenz) mussten die Zellen
passagiert werden. Nach dem Absaugen des Vollimediums erfolgte ein Waschschritt
mit sterilem PBS. Durch Zugabe von Trypsin/EDTA in die flissigkeitsfreie Flasche mit
einer anschlieBenden Inkubation far 10 min bei 37 °C lésten sich die adharent
wachsenden Zellen vom Boden. Abhangig von der Flaschengrélle wurden entweder
0,5 ml (T25), 1 ml (T75) oder 2 ml (T175) Trypsin/EDTA verwendet. Die in ein 15 ml
PP-Rdéhrchen aufgenommenen Zellen konnten nun der Zellzahlbestimmung mittels
Trypanblau zugeflihrt werden. Dieser saure Diazofarbstoff farbt bei einem
Zellmembrandefekt zytosolische Proteine an. Durch diese sog. Vitalfarbung lassen
sich daher die ungefarbten lebenden Zellen von den deutlich blau erscheinenden
avitalen Zellen unterscheiden. Die Zellsuspension wurde nun im Verhaltnis 1 : 1 mit
Trypanblau vermengt und unter Verwendung einer Neubauerkammer gezahlt. Durch
das lichtmikroskopische Betrachten von zwei GroRquadraten mit je
n = 16 Unterteilungen konnten die vitalen Zellen (N) gezahlt werden. Mit dem
Einsetzen des Verdlnnungsfaktors (V¢) und der Anzahl der ausgezahlten
Grolquadrate (Q), die beide in diesem Fall zwei betrugen, sowie der Multiplikation

mit dem Kammerfaktor 10* konnte die Zellanzahl pro Milliliter (D) gemaR der
folgenden Formel bestimmt werden: D= % X Vyx10*
AnschlieBend wurden die Zellen abhangig von der Anzahl mit verschiedenen

Volumina des Vollmediums in T25 (5ml), T75 (10ml) oder T175 (20 ml)

Zellkulturflaschen gegeben oder kryokonserviert.
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2.2.1.3 Kryokonservierung

Das Konservieren niedriger Passagen der einzelnen Zelllinien ist ein wichtiger
Mechanismus um ahnliche Versuchsbedingungen auch Uber einen langeren Zeitraum
zu garantieren. Das hierfir verwendete organische Lésungsmittel DMSO ist ahnlich
wie Glycerin ein sog. ,Frostschutzmittel”. Mit FKS verduannt (1 : 10) verhindert es als
Einfriermedium die Eiskristallbildung und die damit einhergehende Zerstérung der
Zellen. Die ersten Arbeitsschritte der Kryokonservierung stimmen bis zur Feststellung
der Zellanzahl mit denen der Passage uberein. Nach der Zentrifugation fur 10 min bei
180 g und dem Absaugen des Mediums wurden die Zellen in Einfriermedium geldst.
Zur Befullung eines 1,5 ml KryogefaRes wurden Ublicherweise 3 Millionen Zellen
bendtigt. Das schonende Abkuhlen der Zellen um lediglich 1 °C pro Minute im
Kryoeinfriercontainer auf bis zu -80 °C sicherte zusatzlich die Zellqualitat. Zur
erneuten Kultivierung wurden die Zellen bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut.
Anschlielend mussten sie mit 10 ml PBS gespllt werden um das bei
Raumtemperatur (RT) zytotoxische DMSO zu entfernen. Nach einer Zentrifugation fur
10 min bei 180 g konnte die Pufferlosung abgesaugt werden und die Tumorzellen

wurden in die entsprechenden Zellkulturflaschen Gberfuhrt.

2.2.1.4 Kristallviolettassay

Der Assay mittels KV ist eine verbreitete Methode zur Bestimmung der Vitalitat einer
adharent wachsenden Zellkultur und somit dafiir geeignet die Zytotoxizitdt von
Substanzen zu beurteilen (Feoktistova et al., 2016). Nach Entfernung des Mediums
wurden die Mikrotiterplatten mit je 100 ul (96-Well-Platte) oder 2 ml (12-Well-Platte)
PBS je Vertiefung gewaschen. Die eigentliche Farbung erfolgte pro Kavitat mit 50 pl
(96-Well-Platte) oder 200 pl (12-Well-Platte) KV-Lésung. Nun schloss sich eine
Inkubation fir 10 min auf dem Schittler an. Der o.g. Waschschritt mit PBS wurde
anschlieBend zweimal durchgeflhrt, um Verunreinigungen durch Uberschussiges,
nicht an Zellen gebundenes, KV zu verhindern. Nach einer Trocknung fur =3 h bei RT
wurde das KV der Platten durch 1 %iges SDS geldst. Bei 96-Well-Platten wurden
mittels einer Mehrkanalpipette pro Kavitadt 100 ul dieser Flissigkeit hinzugegeben,
gefolgt von einer Inkubation bei RT fur 10 min auf dem Schuttler. Demgegenuber
stand eine Resuspension mit 2 ml SDS-Lésung fur 16 h bei 12-Well-Platten. Die
Absorptionsmessung mit n = 16 verschiedenen Messpunkten pro Kavitat bei einer
Wellenldnge von 570 nm erfolgte am ,Multiplate Reader Infinite® 200“. Traten bedingt
durch zu hohe Absorptionswerte Fehler bei mehr als 3/16 Messpunkten auf, wurden
alle einander zugehdrigen Kavitdten im Verhdltnis 1 :2 verdunnt und erneut
gemessen. Von den Absorptionsergebnissen der n = 16 verschiedenen Messpunkte

wurden der Mittelwert und die Standardabweichung (SD) bestimmt.
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2.2.2 Molekularbiologische Verfahren

2.2.2.1 RNA-Isolation

Bis auf B-Mercaptoethanol, Ethanol 70 % und die DNAse | stammten alle Reagenzien
aus dem ,RNA Purification Kit* von EURx. Nach dem Auftauen des Zellpellets
(3 x 10° Zellen) musste dieses mit 400 ul einer B-Mercaptoethanol/Puffer RL Lésung
(1 : 100) resuspendiert werden. Es folgte die Ubertragung der Zellsuspension auf die
Homogenisierungssaule mit anschlielender Zentrifugation fur 2 min bei 180 g. Die
weiteren Schritte der RNA-Isolation erfolgten nun gemafl den Herstellerangaben des
verwendeten Kits. Zur Erhdhung der Reinheit wurde zusatzlich ein DNAse-Verdau
durchgefuhrt. Hierfur wurden 50 yl der mit DNR-Puffer im Verhaltnis 1 :500
verdunnten DNAse | mittig auf die Saulenmembran aufgetropft, gefolgt von einer
Inkubation fur 10 min. Nach Abschluss aller Arbeitsschritte wurde die Saule auf ein
frisches 1,5 ml Reaktionsgefal® uUberfihrt und mit 30 — 50 yl RNAse-freiem Wasser
betropft. Die Lagerung der frisch isolierten RNA erfolgte ab sofort flr alle weiteren

Arbeitsschritte durchgangig auf Eis.

2.2.2.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der RNA wurde am Spektralphotometer ,Nanodrop
1000“ durchgefiihrt. Nach dem obligatorischen Spilen und der Blankwertbestimmung
mit 1,5 ul Nuklease-freiem Wasser erfolgte die Probenmessung mit gleichen
Volumina. Die Absorption von ultraviolettem (UV) Licht bei einer Wellenlange von
260 nm stellt hier den Nachweis von Nukleinsduren dar. Da bei einer Wellenlange
von 280 nm Verunreinigungen wie beispielweise Proteine das UV-Licht absorbieren,
ist ein Absorptionskoeffizient A260/280 > 2 ein Indikator fir eine gute RNA-Qualitat.
Um eine Kontamination mit DNA auszuschlieRen liefen Teile aller RNA-Proben bei
der spateren GAPDH gRT-PCR ihrer zugehérigen komplementaren DNA (cDNA) zur
Kontrolle mit. Bei einem Ct-Wert > 35 galt die RNA-Probe als nicht oder akzeptabel

gering kontaminiert.

2.2.2.3 cDNA-Synthese

Die Synthese der <cDNA erfolgte gemaR dem Bioron-Protokoll nach
Herstellerangaben. Initial wurden 1 pg der isolierten RNA mit Nuklease-freiem
Wasser auf das Zielvolumen von 13 pl aufgefillt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe
von 1yl des entsprechenden Oligonukleotidmixes. Die final erreichten 14 pl
Zielvolumen wurden nun fur 10 min bei 70 °C inkubiert. Nach dem Hinzufiigen von
6 yl des Mastermixes (siehe Tabelle 2.2) wurde die eigentliche cDNA-Synthese am

Thermal Cycler ,MyCycler™* (iber 120 min bei 45 °C und anschlieRend Uber 10 min
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bei 70 °C durchgefuhrt. Nach der Verdinnung mit Nuklease-freiem Wasser im
Verhaltnis 1:4 konnte die geléste cDNA in eine 40 yl und zwei 20 yl Portionen

aliquotiert werden. Die Lagerung bis zum nachsten Arbeitsschritt erfolgte bei -20 °C.

Tabelle 2.2: Mastermix cDNA-Synthese (Mengenangaben pro Kavitét einer 96-Well-Platte).

Komponente Volumen (in pl)

5x RT Komplettpuffer 4,0

dNTP Mix (10 mM von jedem dNTP) 1,0

Reverase (TM) (200 U) 1,0

Summe: | 6,0

2.2.2.4 Quantitative Real-Time PCR

Die Bestimmung der relativen Expression (RE) der HERV-H auf RNA-Ebene erfolgte
mittels quantitativer Real-Time PCR (qRT-PCR). Daflir wurden die Expressionswerte
der verschiedenen fir HERV-H spezifischen Primer (Pérot et al., 2015) in Bezug zur
Expression des housekeeping-Gens GAPDH gesetzt (Primerlibersicht siehe Tabelle
2.3). Alle ndtigen Pipettier- und Transportschritte erfolgten gekihlt auf Eis. Pro
Kavitat der 96-Well-Platte wurden zu dem jeweiligen Mastermix (siehe Tabelle 2.4)
1,5 yl der zuvor 1 :4 verdinnten cDNA hinzugefugt, sodass das Zielvolumen von
12 ul erreicht werden konnte. Die Proben wurden dabei auf jeder Platte in Duplikaten
angelegt. Als Positivkontrolle wurde zusatzlich gDNA verwendet und die non template
control diente als negative Referenz. Die qRT-PCR wurde am ,ViiA™ 7 Cycler® mit
dem ,QuantStudioTM* als Software durchgefuhrt. Vor der Messung wurden durch
Zentrifugation der Platten (180 g; 1 min) Blaschenbildung ausgeschlossen und die
korrekten Volumina garantiert. Die Amplifikation fur die GAPDH-Analyse bestand aus
10 min Denaturierung bei 95 °C mit anschlieBenden n =40 Zyklen mit je 15 s bei
95 °C und 1 min bei 60 °C. Der Ablauf fur die HERV-H Primer startete mit einer
identischen Denaturierung, gefolgt von n = 40 Zyklen mit je 15 s bei 95 °C und 1 min
bei Primer-spezifischen Annealingtemperaturen (T,,) (siehe Tabelle 2.3). Die fur die
Messung der fir HERV-H spezifischen Primer (mittels auf SYBR Green basiertem
System) bendtigten Schmelzkurven wurden mit folgendem Temperaturablauf
aufgezeichnet: 95°C-15s; 65°C-1min; 95°C-15s. Final wurden dann die
Ct-Werte der Duplikate, deren Schmelztemperatur mit dem Wert der Positivkontrolle
Ubereinstimmte, gemittelt. Die RE der jeweiligen Primer errechnete sich durch die

Formel:

RE = 2~ (Ctprobe—Ctgappn)
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Tabelle 2.3: Ubersicht (iber die verwendeten GAPDH und HERV-H spezifischen Primer unter
Angabe der Loci, Primersequenzen und Annealingtemperaturen (T,,) (Pérot et al., 2015).

Primer Locus Primersequenzen 5 >3° Tm (in °C)
Chr. X CAGGCGTTGCTGAGTGTGTCTAATCTGGA
X00041_h_gag | 4468515- GCCTGAGGAAGAATTGGACC 65
4474361
Chr. 20 CCCAAGCGGCGCTGAGTCTTTGGGATGAA
2000045_h_gag | 19680691~ | SSSAASCECCOC 61
19685420
2000045 1 ool | Somsaagr. | TACAGCATGGGCACCTATAAACTCTTAAGT | .
-n_p GAAGGCAAAGAGAGGCTGGG
19685420
500502 h L3U3 | oboossst. | CCCAGATGGCCTGAAGTAACTGAAGCCAG |
_h_ GAGAACAATTCACAGGGTT
135912105
RS (Lo o 3430, | AGTGCAACTCATTCTGAATCTTCCTCACAG |,
_h_ ooy | AACGAAACTGTAAGCCAG
Chr. 13 CTGAACCTCCTTAGGCATTCTCTGTGACAT
1300360_h_env | 108715439- 59
oy | TGAGGGGGTTGTTAGAAG
Chr. 14 CCCAAGTGTCGCTGAGTCTTTCTGATTACA
1400035_h_gag | 30785319- 65
e GGGTGCAGGAGCAGAG
GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
ChurD] - GAAGATGGTGATGGGATTTC 60

Tabelle 2.4: Mastermix jeweils fliir HERV-H und GAPDH Primer im Rahmen der qRT-PCR
(Mengenangaben pro Kavitét einer 96-Well-Platte).

HERV-H GAPDH
Losung Volumen (in pl) Losung Volumen (in pl)
SibirRoxHot Master Mix | 6,25 TagMan Mastermix 2x 6,25
HERV-H Primer 1,25 GAPDH-System Hex 20 | 0,625
H,O (Nuklease-frei) 3,00 Rox (c = 2,5 uyM) 0,15
H,O (Nuklease-frei) 3,48
Summe: | 10,50 Summe: | 10,50
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2.2.2.5 Gelelektrophorese

Zur Ergebnisbestatigung der gqRT-PCR wurden ausgewahlte Probenduplikate und die
Positiv- und Negativkontrollen einer Platte mittels Gelelektrophorese analysiert. Zur
Auftrennung wurde ein 1 %iges Agarosegel, versetzt mit Ethidiumbromid, verwendet.
Vor dem Befullen der Geltaschen wurden die Proben der gRT-PCR mit je 5 pl loading
dye gemischt, um somit ein Verbleiben der Proben in den Taschen und ein optimales
Laufverhalten zu gewahrleisten. Als Referenz dienten auf jedem Gel 2 ul einer 50 bp
Leiter. Die Elektrophorese lief bei 70 V far 15 min, gefolgt von 90 V fir 45 min.
Unmittelbar  darauf fand die Betrachtung unter  UV-Licht in der
Geldokumentationskammer ,,BIO-Print ST4“ statt.

2.2.3 Medikamentenbehandlungen

2.2.3.1 IC5p-Bestimmung

Als Richtwert fur das Therapieansprechen der Zellen wurde initial die mittlere
inhibitorische Konzentration (ICsy) bestimmt, bei der definitionsgemal ein Verlust
vitaler Zellen von 50 % vorliegt. Zur Sicherstellung der klinischen Relevanz wurden
die ermittelten Werte mit den Ublichen Plasmakonzentrationen verglichen. Vor den
folgenden Behandlungen wurden beide Substanzen mit DMSO geldst, aliquotiert und
zum Stabilitatserhalt bei -80 °C gelagert. Die Konzentrationen dieser Aliquots
betrugen bei AzaT ¢ = 50 mM und bei AzaC ¢ =1 mM. Geldst in 150 ul Vollmedium
wurden die Zellen als Triplikate, aber je nach Linie mit unterschiedlicher Anzahl
(siehe Tabelle A.1 im Anhang), auf 96-Well-Platten (flat bottom) ausgesat.

Nach dem Auftauen der bendtigten Mengen im Wasserbad bei 37 °C konnten
medikamentenspezifische Verdunnungsreihen im Verhaltnis 1:5 (AzaT) und
1:3 (AzaC) aufgestellt werden. Nach der Zugabe von je 50yl dieser
Verdunnungsansatze zur 96-Well-Platte wurden final in den 200 yl Losung pro Kavitat
die in Tabelle 2.5 dargestellten Konzentrationen erreicht. Pro Zelllinie wurden,
ebenso in Triplikaten, Totkontrollen (5 ul Tween 20 in 200 yl Medium) und
Lebendkontrollen (keine Wirkstoffzugabe) angelegt. Die Medikamentenbehandlung
fand fur 2 x 72 h statt. Die zwischenzeitliche Erneuerung der Substanzen ist eine
Folge der eingeschrankten Medikamentenstabilitdt bei 37 °C. Die Wachstumskurven
konnten nach Behandlungsende durch ein KV-Assay (siehe Kapitel 2.2.1.4)
dargestellt werden. An der zugehdrigen exponentiellen Ausgleichskurve wurde mit
einem grafikfahigen Taschenrechner fir y =0,5 der zugehoérige X-Wert (ICs)
ermittelt. Nach der Durchfuhrung von mindestens zwei Messungen pro Zelllinie und
Medikament konnten die jeweils errechneten ICs,-Werte gemittelt werden und

bildeten die Basis fur die finalen Substanzbehandlungen.
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Tabelle 2.5: Zielkonzentrationen beider Medikamente (AzaT, AzaC) zur ICsp-Bestimmung
(Konzentrationsangaben pro Kavitét einer 96-Well-Platte).

Zielkonzentrationen pro Well (in uM)
AzaT AzaC
150 40,5
30 13,5
6 4,5
1,2 1,5
0,24 0,5
0,048 0,17

2.2.3.2 Finaler Ansatz
Das Ziel der finalen Behandlung ist es bei jeder Zelllinie, basierend auf den
[Cso-Werten,

Induktion der HERV-H auf RNA-Ebene zu erreichen. Hierflir wurden pro Zelllinie und

mittels individuellen Medikamentenkonzentrationen eine maximale
Behandlung auf drei 12-Well-Platten pro Kavitdt je 5x 10° in 2 ml Vollmedium
suspendierte Zellen ausgesat. Die Zellanzahl pro Kavitat ist die achtfache der in
Tabelle A.1 im Anhang beschriebenen Werte fir 96-Well-Platten. Auf je einer der drei
Platten erfolgte die Behandlung fir 24; 72 und 2 x 72 h mit den in der Abbildung 2.1
dargestellten Konzentrationen bzw. Plattenbelegungen. Ein Mediumwechsel mit
erneuter Medikamentengabe erfolgte nach 72 h bzw. zusatzlich bei deutlicher
Mediumverstoffwechselung. Pro Medikamentenkonzentration auf einer Platte wurde
je eine Kavitat fur die Wachstumskontrolle mittels KV-Assay genutzt. Aus den Ubrigen
zwei Wells wurden zusammen mindestens 3 x 10° Zellen als Pellets geerntet, in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

AzaT AzaC
Kontrolle ICsp 1/10 IC5g 2 uM Kontrolle ICsp 1/3 1Csq | 1/10 ICsxg
Kontrolle ICso 1/10 1C5g 2 uM Kontrolle ICso 1/3 1Csq | 1/10 ICsxp
Kontrolle ICso 1/10 I1C5g 2 uM Kontrolle ICso 1/3 1Csq | 1/10 I1Csxg
A B Cc D E F G H

Abbildung 2.1: Belegungen der zwei verschiedenen 12-Well-Platten bei finaler Behandlung.
Darstellung AzaT links (A — D) und AzaC rechts (E — H). Verwendung der behandelten Zellen
flr den KV-Assay zur Vitalitdtskontrolle (Violett, Zeile 1) oder qRT-PCR (Grau, Zeile 2 und 3).
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2.2.4 Durchflusszytometrie

2.2.4.1 Grundlagen

Die Durchflusszytometrie ist eine Laser-basierte Technik zur Zahlung und
Charakterisierung von Zellen. Diese werden aus einer heterogenen Ldsung heraus
einzeln mit hoher Geschwindigkeit an verschiedenen Lasern vorbeigefihrt. Das
Vorwartsstreulicht bzw. forward scatter (FSC) korreliert positiv mit der GrolRe der
Zellen. Das Seitwartsstreulicht bzw. sideward scatter (SSC), das im 90° Winkel zum
Zellfluss gemessen wird, gibt die Granularitat und Komplexitat der Zellen wieder. Fur
die hier durchgefuhrten Analysen war zusatzlich die Fluoreszenzmessung von
Bedeutung. Spezifisch fur die jeweiligen Wellenlangen der verwendeten
Fluorochrome (FITC, PE) koénnen spezielle Sensoren (Photomultiplier) die
Zellfluoreszenz unter dem Einfluss des Laserlichts detektieren, woraus sich das

Ausmald der Expression spezifischer Antigene ermitteln lasst.

2.2.4.2 Intrazellulare Farbung

Da die HERV-H gag-Proteine in der Regel nicht membransténdig positioniert sind, ist
die intrazellulare Farbung das Mittel der Wahl fir den Nachweis dieser Strukturen. Es
wurden pro Farbeansatz 5 x 10° Zellen mit 600 pl 2 %igem Formafix fiir 10 min fixiert
und anschlielend mit PBS gewaschen. Nun erfolgte die Resuspension mit je 100 pl
der sechs verschiedenen primaren Farbeansatze (c =1 g/l). Neben den vier fir
HERV-H spezifischen AK liefen zusatzlich zwei Negativkontrollen mit. Diese waren
zum einen Puffer P, sowie ein irrelevanter anti-His AK (2G2B3). Nach einem erneuten
Waschschritt erfolgte pro Ansatz die Farbung mit 50 pl des sekundaren AK
(Polyclonal Rabbit F(ab‘)2 Anti-Mouse). Dieser FITC-markierte AK besald die
Konzentration ¢ = 0,022 g/l. Nach dem Entfernen des sekundaren AK mittels einer
finalen Waschung wurden die gefarbten Zellen, gelést in 200 pl PBS pro Kavitat, auf
den 96-Well-Platten bereitgestellt. Alle Farbeschritte erfolgten in Dunkelheit bei 4 °C.
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2.2.4.3 Extrazellulare Farbung

Die Auspragung verschiedener humaner Leukozytenantigene (HLA) spielt eine
entscheidende Rolle bei der Antigenprasentation, sowie bei der Erkennung von
Tumorzellen durch das korpereigene Immunsystem. Zur Bestimmung geeigneter
KRK-Zelllinien (Immunoscreen) sollen in diesen die beiden Hauptklassen der
Haupthistokompatibilitdtskomplexe (MHC) mittels direkt markierter spezifischer AK
extrazellular nachgewiesen werden. Hierfur wurden HLA-DP/-DR (FITC), sowie
HLA-A/-B/-C (PE) AK verwendet. MHC-I ermdglicht insbesondere Uber die standige
Prasentation von intrazellularem Inhalt die Erkennung von Tumorzellen durch CTL.
Zusatzlich wurde noch die Expression der in der westlichen Welt haufigsten HLA-A
Auspragung (HLA-A2.1) bestimmt. Diese wurde durch einen Zellkulturiberstand des
Klons BB7.2 primar erkannt und anschlieBend durch den gleichen sekundaren
AK-Ansatz wie bei der intrazelluldaren Farbung markiert. Insgesamt wurden pro
Zelllinie vier Ansatze mit je 3 x 10° Zellen bendtigt, welche dann gemaR der
Abbildung 2.2 den konkreten Arbeitsschritten der Farbung unterzogen wurden. Final

wurden alle gefarbten Zellen in 250 pyl PBS geldst zur Messung bereitgestellt.

pro Zelllinie n = 4 PP-Rohrchen mit je 3 x 10° Zellen

2 PP-Réhrchen 2 PP-Rohrchen

! I
|
50 pl HLA-A2 AK : 50 pl PBS | Lagerung 4 °C
|
| I
N | |
30 min, 4 °C, Dunkelheit | /|\
|
Waschen I . I
je 4 pl '
i | MHC-, -1l AK !
I \ | :
50 ul sek. AK I |
|
| | |
1 1 |
30 min, 4 °C, Dunkelheit :
|
Waschen :
| |
| I |
| | |
HLA-A2 | HLA-A2 I MHC-I, -Il | MHC-I, -II
Farbung | Kontrolle Farbung | Kontrolle
I | I

Abbildung 2.2: Pipettierschema fiir die extrazelluldre Féarbung der immunologischen
Oberflachenproteine im Rahmen der Durchflusszytometrie.
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2.2.4.4 Messung und Auswertung

Die Durchfihrung der Analysen erfolgte am Durchflusszytometer ,FACS Calibur™*
nach Herstellerangaben. Anhand des FSC und SSC wurde mit einem gate die
Population vitaler Tumorzellen (n =15.000) definiert (Abbildung 2.3-A), deren
Fluoreszenz anschlielend untersucht wurde. Hierfur diente die Negativkontrolle als
Referenz, die Ublicherweise eine niedrige Eigenfluoreszenz des betrachteten
Farbstoffes (FL1-H) zeigte. Durch das gate R2 wurde grundsatzlich der akzeptierte
Fluoreszenzbereich von FL1-H definiert (Abbildung 2.3-B). Mit dem Marker M1 (siehe
Abbildung 2.3-C) konnte dann die Zunahme der ausgewahlten Fluoreszenz durch den
Anstieg der in M1 eingeschlossenen Zellen (gated cells) ermittelt werden. Als
Parameter zur Quantifizierung der Antigenausbildung diente zusammenfassend der
Anteil an exprimierenden Zellen (gated cells) in Prozent. Alle Analyseschritte der

Durchflusszytometrie wurden mit der Software ,CellQuestPro“ durchgeflhrt.

600 800 1000

SSCH

400

Counts

) 200

=0

0 200 4439&360 800 1000 10° 10 FL:%_:H 103 10
Abbildung 2.3: Einstellungen und Auswertung der Durchflusszytometrie:
A: Zellpopulationscharakterisierung mittels FSC/SSC als Grundlage, B: Zellauswahl nach
Fluoreszenzmuster der Kontrolle (Ausschluss mittels R2-gate) C: Festlegung des
Kontrollmarkers (M1) der untersuchten Fluoreszenz (FL1-H).

"L'"l ﬂ 4 R2

4

2.2.5 Statistik

Die Ergebnisse wurden in der Regel als Mittelwerte dargestellt. Zur Uberpriifung
moglicher Behandlungseffekte anhand zwei gepaarter, nicht normalverteilter
Stichproben  wurde  der  Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verwendet. Bei
unabhangigen, nicht normalverteilten Stichproben erfolgte entsprechend die
Verwendung des Mann-Whitney-U-Tests. Als Signifikanzgrenze galt jeweils ein Wert
von p < 0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Wachstumsverhalten der Zelllinien

Die in vitro Kultivierung der verwendeten KRK-Zelllinien ist ein zentraler Bestandteil
der Versuchsreihen. Schon zu Beginn dieser Analysen konnte das sehr
unterschiedliche Wachstumsverhalten der einzelnen Zelllinien lichtmikroskopisch
beobachtet werden. So erschienen die Zelllinien HROC147 TO0 M1 und
HROC285 TO M2 bereits fruh als ungeeignet fur die finalen Behandlungen mit AzaC
oder AzaT. Ursachlich dafir war bei HROC147 TO M1 das in Abbildung 3.1
dargestellte semiadharente Wachstumsverhalten. HROC285 TO M2 hatte eine sehr
kurze Verdopplungszeit der Tumorzellen, die in einer beinahe 100 %igen,
rasenartigen, jedoch instabilen Adharenz mindete (siehe Abbildung 3.1), die zum
Ablosen bei Mediumwechseln oder KV-Assays neigte. Die detaillierten
Beobachtungen und Analysen der Zellkulturen von Beginn an konnten eine optimale
Auswahl der n = 7 Zelllinien fur die finalen Medikamentenbehandlungen sicherstellen

und mdgliche Fehlerquellen (z.B. bei KV-Farbungen) identifizieren.

Wie in Abbildung 3.2 erkennbar, prasentiert sich der sehr schnell wachsende
Vertreter HROC87 TO M2 als eine adharente Zelllinie mit morphologisch dichten
Kolonien aus einzelnen abgrenzbaren Tumorzellen. Bei HROC50 T1 M5 (Abbildung
3.2), HROC46 TO M1 und HROC278Met T2 M2 zeigt sich ein primar flachiger bzw.
konfluierender Zellrasen mit scharf begrenztem Umriss. Bei letztgenannter Zelllinie
sind die einzelnen Kolonien eher klein mit punktueller Tendenz zur Bildung eines
Multilayers. Demgegenuber steht die inhomogene Morphologie von HROC324
(Abbildung 3.3) und HROC69 mit zahlreichen Zellfortsdtzen. Wohl durch eine
Kontaktinhibition bedingt wird hier lediglich eine geringe Konfluenz (< 50 %) erreicht.
HROC18 weist eine sehr geringe Zellteilungsrate auf und das zugehdrige
Erscheinungsbild, mit homogen flachigem Wachstumsmuster und dezenten

Zellauslaufern, lasst sich als Mischtyp der o.g. Zelllinien einordnen.
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P

HROC147°T0O M1

HROC285 T0 M2

Abbildung 3.1: Lichtmikroskopische Darstellung (VergréBerung 100x) des
Wachstumsverhaltens der Zelllinien HROC147 TO M1 und HROC285 TO M2 (v.l.n.r.).

Abbildung  3.2:  Lichtmikroskopische  Darstellung  (Vergréerung 100x) des
Wachstumsverhaltens der Zelllinien HROC87 TO M2 und HROC50 T1 M5 (v.l.n.r.).

H

A¢

.

ROC324 ¥

APl o " i
Abbildung 3.3: Lichtmikroskopische Darstellung (VergréBerung 100x) des
Wachstumsverhaltens der Zelllinie HROC324.
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3.2 Basale HERV-H Expression

3.2.1 Untersuchung auf RNA-Ebene

3.2.1.1 Screening

Den ersten Bestandteil des Screenings stellte die Analyse der basalen HERV-H
Expression mittels n = 7 spezifischen Primern dar (Pérot et al., 2015). Ausgehend von
vorherigen Expressionsuntersuchungen der entsprechenden Loci in der AG MOI
konnten aus der erweiterten KRK-Tumorbank (n = 52 Zelllinien) nun n = 26 Zelllinien
vorausgewahlt werden, die in etwa zu gleichen Teilen aus niedrig, mittel und hoch
exprimierenden Vertretern bestehen sollten.

Die durch die AG MOI vorbereiteten Zellpellets wurden entsprechend aufgearbeitet
(siehe Kapitel 2.2.2), sodass die gqRT-PCR mit anschlieRender Bestimmung der
Primer-spezifischen RE erfolgen konnte. Die ermittelten Werte (siehe Tabelle A.2 im
Anhang) sind in Abbildung 3.4 veranschaulicht. Dabei liegen X00041_h_gag und
500502_h_L3U3 in den meisten Zelllinien (24/26) exprimiert vor (RE > 0,0).
AulRerdem weist der X-chromosomale Genlocus am haufigsten (10/26) besonders
hohe Expressionswerte (RE > 1,0) auf. Die drei gréfdten Werte mit RE = 41,86
(HROC239 TO M1), RE = 13,24 (HROC257 TO M1) und RE = 9,06 (HROC87 TO M2)
zeigt ebenso X00041_h_gag. Der 2000045_h_gag Locus wird zwar haufig exprimiert
(21/26), jedoch bis auf eine Ausnahme nur mit geringer Auspragung (RE < 1,0). Die
verbleibenden HERV-H Loci zeigen eine insgesamt niedrige RE. Auffallig ist
HROC278Met T2 M2, die als einzige Zelllinie fir alle n =5 Loci keine Expression
(RE = 0,0) aufweist. Demgegenuber stehen besonders stark exprimierende Zelllinien
(HROC87 TO M2, HROC147 TO0 M1, HROC147Met, HROC239 TO M1,
HROC257 TO M1, HROC313Met1 TO M2). Basierend auf den gRT-PCR Ergebnissen
und Kontrollgelelektrophoresen wurden, auch als Basis fur alle folgenden Analysen,
hier die Schmelztemperaturen (siehe Kapitel 2.2.2.4) der n = 7 HERV-H Primer fur die
vorherrschenden Versuchsbedingungen und Geratevoraussetzungen der qRT-PCR
definiert (sieche Tabelle A.3 im Anhang). Die Uberpriifung der Amplifikatlangen

erfolgte weiterhin mittels Gelelektrophorese.
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relative Expression

Abbildung 3.4: RE der n = 7 HERV-H spezifischen Loci (siehe x-Achse) aller n = 26 Zelllinien
im Rahmen der Screeninguntersuchung. Darstellung des entsprechenden Mittelwertes der RE
fur jeden Locus.

3.2.1.2 Klassifikation der Zelllinien

Final wurden n = 24 Zelllinien ausgewahlt, die sich mit je n = 8 Vertretern zu gleichen
Teilen in drei Expressionsgruppen (niedrig, mittel, hoch) einordnen lieken (siehe
Tabelle 3.1). Als Basis fur die Klassifikation diente insgesamt eine Zusammenschau
der in der AG MOI zuvor ermittelten Werte und den Ergebnissen der aktuellen
Analysen. Durch ein unzureichendes Wachstumsverhalten einiger Zelllinien oder
hohen SD zwischen den beiden Messungen wurde flr weitere Untersuchungen dann
auf die zuverlassigsten Vertreter zurlickgegriffen. Des Weiteren wurden die Zelllinien
HROC69 und HROC69 TO M2 ausgewahlt, die dem interessanten klinischen Fall
eines unter AzaT entstandenen KRK entstammen (Kuehn et al., 2016). Aufgrund ihrer
Expressionswerte wurden sie zur besseren Visualisierung der mittleren
Expressionsgruppe zugeordnet. In Abbildung 3.5 sind zusammenfassend die
Expressionswerte fur alle n =7 HERV-H Loci in den n = 24 Zelllinien nach Gruppen
sortiert grafisch dargestellt.



3 Ergebnisse 38

Tabelle 3.1: Klassifikation von n = 24 Zelllinien des HERV-H RNA-Screenings (HROC69 und
HROC69 TO M2 fehlen) nach Grad der RE. Farbliche Gruppenzuordnung: orange (niedrige
Expression), blau (mittlere Expression) und griin (hohe Expression).

HROC173 HROC43 HROBMCO1
HROC18 HROC40 HROC24
HROC313Metl1l TO M2 HROC50 T1 M5 HROC296
HROC87 TO M2 HROC24 T1 M1 HROC364
HROC147 TO M1 HROC147Met HROC309
HROC46 TO M1 HROC285 TO M2 HROC59T1 M1
HROC131 TO M3 HROC324 HROC239 TO M1
HROC257 TO M1 HROC278 TO M1 HROC278Met T2 M2
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Abbildung 3.5: Nach Gruppenzugehdrigkeit sortierte RE der n = 7 fiir HERV-H spezifischen
Loci (siehe x-Achse) in den Zelllinien des initialen RNA-Screenings (n =24, es fehlen
HROC69 und HROC69 TO M2). Farbliche Gruppenzuordnung: orange (niedrige Expression),
blau (mittlere Expression) und griin (hohe Expression). Darstellung des entsprechenden
Mittelwertes der RE flir jede Gruppe eines Primers.
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3.2.2 Analyse der Proteinexpression

Die durchflusszytometrische Analyse der HERV-H Proteinexpression erfolgte an n =5

Zelllinien pro Expressionsgruppe (+HROCG9).
Folgende n = 6 AK-Ansatze (siehe Kapitel 2.2.4.2) wurden verwendet:

e Anti-gag-H Klone: 1B3H7, 1D7D11, 2H2D6, 14H11G1
¢ Irrelevanter Kontroll-AK: anti-His 2G2B3

o Kontrollfarbung ohne primaren AK

Der prozentuale Anteil der markierten Zellen, als Parameter fur die HERV-H
Proteinausbildung, ist fur alle Messungen in der Tabelle A.4 im Anhang dargestellt.
Mit 1,04 £ 0,14 % (kein sek. AK) und 2,25+ 2,59 % (anti-His AK) zeigten die
Negativkontrollen nur eine geringe Hintergrundexpression. Dabei prasentierten die
eng gruppierten Werte 18,68 £ 15,43 % (1B3H7), 18,77 £+ 17,37 % (2H2D6) und
19,37 £ 18,08 % (1D7D11) fur drei der untersuchten AK ebenso nur geringe gag-H
Expressionen. 14H11G1 wies jedoch sehr gleichmaRige Ergebnisse und mit
durchschnittlich 43,92 + 17,29 % markierten Zellen den starksten Proteinnachweis
auf. Aufgrund dieser Ergebnisse, die mit denen der Originalarbeit (Mullins et al.,
2016) einhergehen, wurden alle weiteren Analysen auf den 14H11G1 AK

ausgerichtet.

Im Rahmen des anti-gag-H Klonscreens wurden mindestens n =2 entsprechende
Messungen durchgeflhrt. Geordnet nach Expressionsgruppen ist in den Abbildungen
3.6-3.8 fur jede Zelllinie der Mittelwert des prozentualen Anteils der durch 14H11G1
markierten Zellen mit SD grafisch dargestellt. Die niedrig exprimierende Gruppe zeigt
sich sehr heterogen mit einer groRen Spannweite der Ergebnisse zwischen
20,44 + 2,18 % (HROC296) und 84,06 * 4,09 % (HROC278Met T2 M2). Somit sind,
von allen n = 16 Zelllinien, sowohl die héchsten, als auch die niedrigsten Werte der
14H11G1 Markierung in dieser Gruppierung vertreten. Die mittlere Gruppe besitzt
einen moderaten Wertebereich von 22,82 + 11,15 % (HROC278 TO M1) bis
49,53 + 7,38 % (HROC324). Die dritte Gruppe (hohe RE) zeigt eine gleichmalig
starke Expression mit engem Spektrum zwischen 49,92 + 3,61 % (HROC87 TO M2)
und 67,32 £ 9,23 % (HROC147 TO M1).

Neben den grundsatzlich niedrigen Ergebnisabweichungen innerhalb der Zelllinien
lassen sich jedoch vereinzelt fur HROC309 (53,18 + 15,21 %), HROC278 TO M1
(22,82 £ 11,12 %), HROC285 T0O M2 (40,51 £12,31 %) und HROC18
(568,56 + 22,07 %) hohe SD erkennen.
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Abbildung 3.6: Mittelwert und SD des
prozentualen Anteils der durch den
14H11G1 AK markierten Zellen (niedrig
exprimierende Gruppe). Messung von
n = 5 Vertretern (siehe x-Achse).

mittlere Expressionsgruppe (+HROC69)
100+

Abbildung 3.7: Mittelwert und SD des
prozentualen Anteils der durch den
14H11G1 AK markierten Zellen (mittel
exprimierende Gruppe +HROCG69). Messung
von n = 6 Vertretern (siehe x-Achse).

hohe Expressionsgruppe
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Abbildung 3.8: Mittelwert und SD des prozentualen Anteils der durch den 14H11G1 AK
markierten Zellen (hoch exprimierende Gruppe). Messung von n =5 Vertretern (siehe
x-Achse).

In den Abbildungen 3.9 — 3.11 ist fur alle n =16 Zelllinien je ein Histogramm zur
14H11G1 Die

Negativkontrollen (hell- und dunkelgrau) besitzen gréfRtenteils einen morphologisch

exemplarischen Visualisierung der Expression dargestellt.
gleichférmigen Kurvenverlauf mit einer geringen FITC-Signalstarke (< 10'). Die
HERV-H AK-markierten Zellen (hellgrin) erreichen hdéhere FITC-Signalstarken
(max. 10%). Die Kurven der Zelllinien zeigen sich zweigipflig (HROBMCO1,
HROC87 TO M2, HROC296, HROC309, HROC313Met1 TO M2, HROC364,
HROC324), flach (HROC50 T1 M5, HROCG69) oder parabelférmig. Letztere sind
morphologisch spitz (HROC46 TO M1, HROC147 TO M1, HROC278 TO M1,

HROC278Met T2 M2) oder abgerundet (HROC18, HROC40, HROC285 T0 M2).
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Abbildung 3.9: Exemplarische Darstellung je einer HERV-H Expressionsmessung (unter
Angabe der Passage) des 14H11G1 AK (griin) gegeniiber dem irrelevanten Kontrollantikérper
anti-His 2G2B3 (hellgrau) und der zweiten Kontrolle ohne sek. AK (dunkelgrau) fiir die niedrig

exprimierenden Zelllinien (HROBMCO01,

HROC364). Gegenlberstellung der Zellanzahl

HROC278Met
(counts) auf der

FITC-Fluoreszenzstérke des 14H11G1 AK logarithmisch skaliert (x-Achse).

T2 M2, HROC296, HROC309,
Y-Achse und der
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Abbildung 3.10: Exemplarische Darstellung je einer HERV-H Expressionsmessung (unter
Angabe der Passage) des 14H11G1 AK (griin) gegeniiber dem irrelevanten Kontrollantikbrper
anti-His 2G2B3 (hellgrau) und der zweiten Kontrolle ohne sek. AK (dunkelgrau) fiir die mittel
exprimierenden Zelllinien (HROC40, HROC50 T1 M5, HROC69, HROC278 T0 M1,
HROC285 TO M2, HROC324). Gegeniiberstellung der Zellanzahl (counts) auf der Y-Achse
und der FITC-Fluoreszenzstédrke des 14H11G1 AK logarithmisch skaliert (x-Achse).
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Abbildung 3.11: Exemplarische Darstellung je einer HERV-H Expressionsmessung (unter
Angabe der Passage) des 14H11G1 AK (griin) gegeniiber dem irrelevanten Kontrollantikbrper
anti-His 2G2B3 (hellgrau) und der zweiten Kontrolle ohne sek. AK (dunkelgrau) fir die hoch
exprimierenden Zelllinien (HROC18, HROC46 TO M1, HROC87 TO M2, HROC147 TO M1,
HROC313Met1 TO M2). Gegeniiberstellung der Zellanzahl (counts) auf der Y-Achse und der
FITC-Fluoreszenzstérke des 14H11G1 AK logarithmisch skaliert (x-Achse).
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3.2.3 Expressionsvergleich RNA vs. Protein

Exemplarisch fur die generelle HERV-H Proteinexpression wurden nun die Werte des
14H11G1 AK fur alle Mitglieder einer Gruppe gemittelt. Zur Verdeutlichung wurden
ihnen die ebenso gemittelten RNA-Expressionswerte dieser n =16 Zelllinien,
stellvertretend mit dem starksten Locus X00041_h_gag, gegenubergestellt. Es lasst
sich in Abbildung 3.12 eine signifikante (p = 0,0017) Senkung des prozentualen
Anteils der durch 14H11G1 markierten Zellen von der hoch (57,85 % 6,26 %), zur
mittel (35,80 = 9,55 %) exprimierenden Gruppe feststellen. Demgegenuber stehen die
erhdhten Werte der Gruppierung mit niedriger Auspragung (48,10 + 23,39 %), deren
Mittelwert zusatzlich eine hohe SD besitzt. Als Ausreiller dieser Gruppe zeigt sich
HROC278Met T2 M2 mit der uUberproportional hohen Anzahl (84,06 + 4,09 %) an
Zellen mit 14H11G1 Markierung.

Somit lasst sich zusammenfassend keine signifikante Korrelation zwischen der
HERV-H Expression auf RNA- und Proteinebene finden. Basierend auf der
signifikanten 14H11G1 Expressionsverringerung von der hoch zur mittel
exprimierenden Gruppe kann hier aber durchaus von einem, der RNA-Klassifikation

folgenden, Trend gesprochen werden.

HERV-H Expression RNA vs. Protein
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e® *% c
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Abbildung 3.12: Vergleich HERV-H Expression auf RNA- (RE des X00041_h_gag Locus)
und Proteinebene (prozentualer Anteil der durch 14H11G1 markierten Zellen). Die
Zelllinienauswahl erfolgte auf Basis der Proteinexpressionsmessung und umfasst Vertreter
mit niedriger RE (HROBMCO01, HROC278Met T2 M2, HROC296, HROC309, HROC364),
mittlerer RE (HROC40, HROC50 T1 M5, HROC69, HROC278 TO M1, HROC285 TO M2,
HROC324) und hoher RE (HROC18, HROC46 TO M1, HROC87 TO M2, HROC147 T0O M1,
HROC313Met1 TO M2). Farbliche Gruppenzuordnung: orange (niedrige Expression), blau
(mittlere Expression) und griin (hohe Expression). Darstellung des entsprechenden
Mittelwertes der gesamten X00041_h_gag RE bzw. des gesamten prozentualen Anteils der
durch 14H11G1 markierten Zellen fiir jede Expressionsgruppe.
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3.3 ICs5p-Bestimmung

3.3.1 Allgemeine Durchfiihrung

Um final in den KRK-Zelllinien eine durch Hypomethylierung verursachte HERV-H
Uberexpression zu induzieren musste ein Gleichgewicht zwischen maximaler
Wirkstoffkonzentration und noch tolerierbarer Zytotoxizitat erreicht werden. Die 1Csq
wird als die hochste angestrebte Wirkstoffkonzentration in der Zellkultur angesehen
und bildete die Basis fur alle weiteren Behandlungsansatze. Die Bestimmung dieses
Wertes auf einer 96-Well-Platte erfolgte geringstenfalls zweimalig mit einer
Behandlungsdauer Uber 2 x 72 h. Die Analysen fanden dabei mindestens an den
n =7 ausgewahlten Zelllinien (HROC309, HROC278Met T2 M2, HROC50 T1 M5,
HROC324, HROC69, HROC18, HROC87 TO M2) fur die finalen Therapieansatze
statt.

3.3.2 Azathioprin

Die ICso-Bestimmung fir AzaT erfolgte mit n = 6 AzaT-Konzentrationen, sowie den
Tot- und Lebendkontrollen (siehe Kapitel 2.2.3.1). In den Abbildungen 3.13 — 3.16
sind die gemittelten und auf die Lebendkontrolle normierten Uberlebenskurven der
hier untersuchten n = 10 Zelllinien grafisch dargestellt. Es zeigt sich insgesamt ein
sigmoidaler Verlauf. Nach dem waagerechten Kurvenbeginn geht der Graph in einen
Vitalitatsabfall ab ¢ = 1,2 yM lber. Es kann dabei zwischen einem eher steilen Abfall
(HROC309, HROC278Met T2 M2, HROC18, HROC50 T1 M5, HROC324, HROCG69,
HROC46 TO M1) und einem abgeflachten, tendenziell linearen, Vitalitatsverlust
(HROC313Met1 TO M2, HROC147 TO M1, HROC87 TO M2) unterschieden werden.
Innerhalb der Zelllinien liegen groRtenteils gleichférmig verlaufende Graphen vor, als
Ausnahme zeigen sich jedoch die zwei Kurven von HROC324 mit deutlichen
Abweichungen (hier nicht dargestellt). Zusatzlich sind leichte Vitalitatssteigerungen in
den geringeren Konzentrationen (< 1,2 yM) bei bestimmten Zelllinien (HROC309,
HROC278Met T2 M2, HROC69, HROC313Met1 TO M2) zu verzeichnen.
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Abbildung 3.13: Auf 1,0 normierte
Uberlebenskurven (gemittelt) der
niedrigen Expressionsgruppe
(HROC309, HROC278Met T2 M2) nach
AzaT-Behandlungen (ber 2 x72h mit

c=0,048;, 0,24; 1,20; 6,00, 30,00;
150,00 uM.
Vitalitat
(normiert)
1,25
1,00
0,75
0,50
0,25
0,00 r T T T L
e} > 3 v ©
N o V Ny
Q Q \
& © ©
—&—HROC46 TO M1
=t HROC18

—e— HROC313 Metl TO M2

Abbildung 3.15: Auf 1,0 normierte
Uberlebenskurven (gemittelt) fiir
Vertreter der hohen Expressionsgruppe
(HROC46 TO M1, HROC18,
HROC313Met1 TO M2) nach
AzaT-Behandlungen (lber 2x72h mit
c=0,048;, 0,24; 1,20; 6,00; 30,00;
150,00 uM.
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Abbildung 3.14: Auf 1,0 normierte
Uberlebenskurven (gemittelt) der mittleren

Expressionsgruppe (HROC50 T1 M5,
HROC324, HROC69) nach
AzaT-Behandlungen (ber 2x72h mit
c=0,048; 0,24, 1,20, 6,00; 30,00;
150,00 uM.
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Abbildung 3.16: Auf 1,0 normierte

Uberlebenskurven (gemittelt) fiir Vertreter
der hohen Expressionsgruppe
(HROC147 TO M1, HROC87 TO M2) nach
AzaT-Behandlungen (ber 2x72h mit
c=0,048;, 0,24, 1,20, 6,00; 30,00,
150,00 uM.
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Die aus diesen Kurven ermittelten ICso-Werte Dbefinden sich zwischen
20,00 £ 11,13 pM (HROC50 T1 MS5) und maximal 94,68 + 10,23 yM (HROC309).
Diese Spannweite wird sowohl in der hoch, als auch in der niedrig exprimierenden
Gruppe annahernd ausgeschopft. Die Zelllinien der Gruppe mit mittlerer RE zeigen
niedrige [Cso-Auspragungen zwischen 20,00 £ 11,13 yM (HROC50 T1 MS5) und
34,65 + 10,54 uyM (HROC324). Des Weiteren sind, bis auf HROC46 TO M1, durchweg
hohe SD vorhanden. Besonders gro3 sind diese bei HROC313Met1 TO M2
(79,08 + 52,80 uM), HROC278Met T2 M2 (35,86 + 28,84 uM) und
HROC87 TO M2 (36,89 = 27,15 uM).

Insgesamt lasst sich, wie in Abbildung 3.17 erkennbar, keine Korrelation zwischen
der auf RNA-Ebene vorgenommenen Klassifikation und den [Cso-Ergebnissen
feststellen. Auch die Zelllinie HROCG69, die aus einem mit AzaT vorbehandelten
Patienten entstammt, zeigt mit 52,13 + 19,86 uM einen durchschnittlichen Wert und

somit keine Anzeichen flr eine veranderte Sensibilitat gegentber AzaT.

Azathioprin IC5,

1504

Abbildung 3.17: [Cso-Werte (gemittelt mit SD) der n =10 untersuchten Zelllinien
(siehe x-Achse) nach 2x72h AzaT-Behandlung. Farbliche  Gruppenzuordnung:
orange (niedrige Expression), blau (mittlere Expression) und griin (hohe Expression).
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3.3.3 Azacitidin

Die [Cso-Bestimmung fir AzaC erfolgte mit n =6 Medikamentenkonzentrationen,
sowie den zusatzlichen Tot- und Lebendkontrollen (siehe Kapitel 2.2.3.1). In den
Abbildungen 3.18 — 3.22 sind die gemittelten und auf die Lebendkontrolle normierten
Uberlebenskurven von n =12 untersuchten Zelllinien grafisch dargestellt. Es zeigt
sich initial eine Schulterform, die mit dem starken Vitalitadtsabfall (c > 4,5 uM) in einen
exponentiellen Verlauf Ubergeht. Teilweise kann ein abgeflachter und tendenziell
linearer Graph (HROC46 TO M1, HROC364) beobachtet werden. Grundsatzlich ist
zwischen den einzelnen Passagen der identischen Zelllinien ein morphologisch
gleichféormiger Verlauf zu beobachten. Dies ist insbesondere bei HROC278Met T2
M2, HROC324, HROC147 TO M1, HROC313Met1 TO M2 und HROC87 TO M2 der
Fall. Die Graphen der letzten beiden Zelllinien sind in Abbildung 3.23 exemplarisch
dargestellt. Starkere Abweichungen gibt es bei HROC285 TO M2 und HROC364,
wobei diese auf eine erhdhte Vitalitat einer der beiden Passagen bei geringen
(< 4,5 uM)
Konzentrationsbereich zeigt HROC18 P18 (gegenuber

sind. In dem
P25 und P26) einen

Vitalitatsverlust. In den hdheren Konzentrationsbereichen liegt jedoch wieder ein

Konzentrationen zurlckzufihren gleichen

annahernd gleichférmiger Kurvenverlauf dieser Zelllinie vor (hier nicht dargestellt).
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Abbildung 3.18: Auf 1,0 normierte
Uberlebenskurven (gemittelt) fiir Vertreter
der niedrigen Expressionsgruppe
(HROBMCO01, HROC278Met T2 M2) nach
AzaC-Behandlungen (ber 2x72h mit
c=0,166; 0,5; 1,5; 4,5; 13,5; 40,5 uM.

(W)
—#-—-HROC364 ==a—HROC309

Abbildung 3.19: Auf 1,0 normierte
Uberlebenskurven (gemittelt) fiir Vertreter
der niedrigen Expressionsgruppe
(HROC364, HROC309) nach
AzaC-Behandlungen (ber 2x72h mit
c=0,166; 0,5; 1,5; 4,5, 13,5; 40,5 uM.



3 Ergebnisse 49

Vitalitat
(normiert)

Vitalitat
(normiert)

1,50 1,25
1,25 : 1,00
1,00
0,75
0,75
0,50
0,50
0,25 0,25
0,00 T T T T T T T T T T I\-‘_\ 0,00 r T T T T T T T T T T
e«\b & Q<? r\:? vf? »Y QY S (\b & Q‘? r\f? bf? MY QY S
¥ o A o MR .
\Q/ Cazac iN KM \Q’ Cazac iN KM
—&—HROC50T1 M5 == HROC278 TO M1
—8-—HROC285TOM2  —a=—HROC324 —e—HROC69
Abbildung 3.20: Auf 1,0 normierte Abbildung 3.21: Auf 1,0 normierte

Uberlebenskurven (gemittelt) fiir Vertreter
der mittleren Expressionsgruppe
(HROC285 TO M2, HROC324) nach
AzaC-Behandlungen (ber 2x72h mit
c=0,166; 0,5; 1,5; 4,5; 13,5; 40,5 uM.

Vitalitét
(normiert)

1,25
0,75
0,50
0,25
0,00 r T T T T
Qf\b %‘o Q<\9 r\f?
O
—@—HROC18 =t HROC46 TO M1

—o—HROC147 TO M1

Abbildung 3.22: Auf 1,0 normierte
Uberlebenskurven (gemittelt) fiir Vertreter
der hohen Expressionsgruppe (HROC18,
HROC46 TO M1, HROC147 TO M1) nach
AzaC-Behandlungen iber 2x72h mit
c=0,166; 0,5; 1,5; 4,5; 13,5; 40,5 uM.
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Die aus diesen Kurven ermittelten ICso-Werte Dbefinden sich zwischen
3,95 + 0,07 yM (HROC87 TO M2) und 39,20 + 3,96 uM (HROC364) und sind in der
Abbildung 3.24. dargestellt. So ist hier die ICso-Spannweite mit 35,25 yM deutlich
geringer als bei AzaT (74,68 uM). In der niedrig exprimierenden Gruppe zeigt neben
HROC364 auch HROBMCO01 (18,05 £ 0,78 uM) eine hohe ICsy, wahrend fir die
verbleibenden zwei Vertreter (HROC309, HROC278Met T2 M2) geringe
Konzentrationen ermittelt wurden. Die Gruppe der mittelstark exprimierenden
Zelllinien umfasst im Bereich der IC5o eine geringe Spannweite (2,75 uM) zwischen
6,9 £ 0,28 yM (HROCS50 T1 M5) und 9,65 *+ 2,33 yM (HROCG9). In der Gruppe mit
hoher RE besitzen, anders als HROC87 T0O M2 (ICso-Minimum), die restlichen n =4
Vertreter erhdhte ICso-Werte  zwischen 12,67 £ 3,75 uyM  (HROC18) und
20,85 £ 2,76 yM (HROC147 TO M1).

Insgesamt liegt auch hier keine Korrelation zwischen den ICs,-Werten und der
HERV-H Klassifikation auf RNA-Ebene vor. Im Gegensatz zur Bestimmung der ICs
fur AzaT liegen hier insgesamt geringe SD vor. Eine Ausnahme bildet jedoch
HROC278 TO M1 (7,77 + 4,95 uM).

Azacitidin IC5

Q° Q¥ O 0 @Q 6@ '\@Q
& O c?“ < o

U Q O N «Q
& & X Ry ) & q,"-’ '\‘b \Zg. > ,§' '\
RWFE T A G @
¥ & &L & S
& TFE ¥ ISP ~<\
8 &

Abbildung 3.24: |Cs;p-Werte (gemittelt mit SD) der n = 14 untersuchten Zelllinien (siehe
x-Achse) nach 2 x 72 h AzaC-Behandlung. Farbliche Gruppenzuordnung: orange (niedrige
Expression), blau (mittlere Expression) und griin (hohe Expression).
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3.4 Finale Behandlungen

3.4.1 Grundlagen

Die finalen Medikamentenbehandlungen erfolgten an n = 7 Zelllinien:

o Niedrige Expressionsgruppe: HROC309, HROC278Met T2 M2
o Mittlelstarke Expressionsgruppe: HROCS50 T1 M5, HROC324, (HROCG9)
o Hohe Expressionsgruppe: HROC18, HROC87 TO M2

Diese Therapie wurde jeweils fir 24; 72 und 2x72h mit n =4 Ansatzen
(AzaT: Kontrolle, 2 uM, 1/10 1Cs, ICsp; AzaC: Kontrolle, 1/10 1Cso, 1/3 ICsp, 1Cs0)
durchgefihrt. Fur die klinische Relevanz sollten moéglichst auch Konzentrationen im
Bereich des therapeutischen Plasmalevels des Menschen liegen. Dieses wurde bei
AzaT selbst durch 1/10 ICs, Uberschritten, sodass die typische Plasmakonzentration
(2 yM) mit aufgenommen wurde. Die insgesamt n = 392 Expressionswerte der
gqRT-PCR Messungen mit den n =7 HERV-H spezifischen Primern sind komplett in
den Tabellen A.5 (AzaT) und A.6 (AzaC) im Anhang dargestellt. Die n=3
Behandlungsansatze (14; 72 und 2 x 72 h) einer Zelllinie wurden zeitgleich aus der
identischen Passage ausgesat. Demzufolge konnten fir jeden HERV-H Primer die
jeweiligen RE-Werte der drei Kontrollgruppen (K) unter Berechnung der SD gemittelt

werden.
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3.4.2 Azathioprin

3.4.2.1 Niedrige Expressionsgruppe

Die Zelllinie HROC278Met T2 M2 zeigt, wie schon im Screening, groftenteils keine
HERV-H Expression. Einzig bei X00041_h_gag sind niedrige RE (< 0,05) vorhanden,
die jedoch unregelmaRig verteilt sind und keine RUckschlisse auf eine

Expressionsveranderung durch die AzaT-Therapie zulassen.

Auch bei HROC309 verursachte die Behandlung mit AzaT keine Steigerung der
niedrigen RE bei X00041_h_gag, zusatzlich lagen hohe SD der Kontrollen vor
(0,007 £ 0,005). Wie in den Abbildungen 3.25 und 3.26 erkennbar, tritt unter
AzaT-Einfluss jedoch eine Hypoexpression der 1400035_h_gag und 2000045_h_gag
Loci nach allen Behandlungsdauern auf. Fur 1400035_h_gag zeigen die mittelhohen
RE der Kontrollen besonders geringe SD (0,682 £ 0,095). Die hdchste
AzaT-Konzentration (ICso) induziert dabei die niedrigste RE in diesem Locus, sowohl
nach 24 h (0,267), 72 h (0,215) und 2 x 72 h (0,285). Der weitere Locus mit positiver

RE (500503 _h_L3U3) bei dieser Zelllinie weist keine Expressionsveranderungen auf.

HROC309: 1400035_h_gag HROC309: 2000045_h_gag
0.05

relative Expression
relative Expression

Abbildung 3.25: RE (Kontrolle gemittelt Abbildung 3.26: RE (Kontrolle gemittelt
mit SD) des 1400035 _h_gag Locus in der mit SD) des 2000045 _h_gag Locus in der
Zelllinie HROC309 nach 24, 72 & 2x 72 h Zelllinie HROC309 nach 24, 72 & 2 x 72 h

AzaT-Therapie (K, 2 uM, 1/10 ICsy, ICsp). AzaT-Therapie (K, 2 uM, 1/10 ICsy, ICsy).
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3.4.2.2 Mittlere Expressionsgruppe

HROC324 exprimiert alle n=7 fur HERV-H spezifischen Loci. Die RE der
Kontrollwerte liegen zwischen 0,016 + 0,004 (1300360_h gag) und 0,55 + 0,11
(X00041_gag). Die insgesamt hohen SD der Kontrollansatze, besonders bei
1300360_h_env (0,19 £ 0,17), fihren zu einer eingeschrankten Beurteilbarkeit und
lassen keine Expressionsveranderungen durch AzaT-Behandlungen in dieser Zelllinie

erkennen.

Der zweite Vertreter dieser Gruppe (HROCS50 T1 M5) zeigt fir 2000045 _h_pol und
1300360_h_gag keine positive Auspragung (RE =0,00). Die n=3 am starksten
exprimierenden Loci prasentieren sehr starke SD der Kontrollmessungen
(X00041_h_gag: RE = 0,38 + 0,56; 500502_h_L3U3: RE = 3,06 * 3,80;
1400035_h_gag: RE = 0,66 + 0,98), welche die eigentliche Expression Ubersteigen
und weitere Rickschlisse auf mdgliche HERV-H Expressionsveranderungen

ausschliefRen.

In der Zelllinie HROC69 werden insgesamt n =4 HERV-H Loci exprimiert. Fir
X00041_h_gag und 1300360_h_env liegen hohe RE von bis zu 0,90 bzw. 1,00 vor.
Demgegenuber sind 1400035 _h_gag und 500502 _h_L3U3 sehr gering ausgepragt
(RE < 0,07). Insgesamt gibt es keine Hinweise auf eine durch AzaT induzierte
Hyperexpression. Wie bei allen Vertretern der mittleren Expressionsgruppe weisen
die Kontrollen hohe SD (X00041_h_gag: RE = 0,58 = 0,21;
1300360_h_env: RE = 0,24 + 0,20) auf. Demzufolge wird auch hier auf eine

detaillierte Darstellung der Ergebnisse verzichtet.

3.4.2.3 Hohe Expressionsgruppe

HROC18 exprimiert n =4 Loci, von denen 500502 _h L3U3, 1300360 h_env und
1400035_h_gag nur vereinzelt und sehr unregelmafig ausgebildet werden. Fur den
X00041_h_gag Locus zeigen sich zwar in allen Behandlungszeitraumen wie zu
erwarten hohe RE (max. 4,88), jedoch ohne Veranderung durch eine
AzaT-Behandlung und bei der Kontrolle mit hoher SD (1,62 £+ 0,51).

Anders gestalten sich die Ergebnisse bei der Zelllinie HROC87 TO M2, die bis auf
1300360_h_gag alle untersuchten HERV-H Genorte exprimiert. Der X00041_h_gag
Locus zeigt unregelmaRig verteilte hohe RE (1,13 — 3,43) mit deutlicher SD der
Kontrolle (RE = 2,03 + 0,45).

Daruber hinaus ist 500502_h_L3U3 (maximale RE =1,14) der am zweitstarksten
exprimierende Locus dieser Zelllinie. Die Werte fir 2000045 h gag und
2000045_h_pol sind hingegen sehr niedrig (RE < 0,09), mit hoher SD und ohne

Hinweis auf eine Expressionsveranderung durch die mit AzaT behandelte Co-Kultur.
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Auf der anderen Seite prasentieren die Loci 1300360_h_env (Abbildung 3.27),
1400035_h_gag (Abbildung 3.28) und 500502_h_L3U3 (Abbildung 3.29) den Trend

zu einer durch AzaT induzierten Hypoexpression bei gleichzeitig geringen SD der

Kontrollwerte. Diese Verluste der RE (K > 1Cs, Uber 2 x 72 h) umfassen:

e 500502_h_L3U3:
e 1300360_h_env:
e 1400035 _h_gag:

HROC87 T0 M2: 1300360_h_env
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0.05
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0.00

Abbildung 3.27: RE (Kontrolle gemittelt
mit SD) des 1300360_h_env Locus in der
Zelllinie HROC87 TO M2 nach 24; 72 &
2x72h AzaT-Therapie (K, 2 UM,
1/10 IC5p, ICs0).

1,05+ 0,13 > 0,529
0,20 £ 0,015 > 0,104
0,162 + 0,007 > 0,079

HROCS87 T0 M2: 1400035_h_gag
0.20

0.15

0.10

0.05

relative Expression

Abbildung 3.28: RE (Kontrolle gemittelt
mit SD) des 1400035_h_gag Locus in der
Zelllinie HROC87 TO M2 nach 24; 72 &
2x72h AzaT-Therapie (K, 2 UM,
1/10 ICsy, ICs5).

HROC87 TO0 M2: 500502_h_L3U3
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Abbildung 3.29: RE (Kontrolle gemittelt mit SD) des 500502 _h _L3U3 Locus in der Zelllinie
HROCS87 TO M2 nach 24; 72 & 2 x 72 h AzaT-Therapie (K, 2 uM, 1/10 ICsy, ICs).
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3.4.2.4 Zusammenfassung Azathioprintherapie

In Zusammenschau der Ergebnisse ist keine Induktion der HERV-H durch AzaT zu
beobachten. Insbesondere bei X00041 _h gag, der als stark exprimierender Locus
einen besonderen Stellenwert besitzt, ist zusammengefasst fur alle n =7 Zelllinien
keine signifikante Expressionsveranderung zu verzeichnen. Stellvertretend hierfur
sind in Abbildung 3.30 die pro Therapieansatz gemittelten Werte nach 2x72h
Behandlung dargestellt.

In ausgewahlten Zelllinien liegt fir bestimmte Loci sogar eine Hypoexpression mit

geringen SD vor. Hierzu gehdren:

¢ HROC87 TO M2: 1300360_h_env, 500502_h_L3U3, 1400035_h_gag
¢ HROC309: 2000045_h_gag, 1400035_h_gag

Dieser Trend zur Hypoexpression beim 1400035 _h_gag Locus lasst sich auch in der
Zusammenfassung aller n=7 Zellinien (Abbildung 3.31) flr niedrige
Medikamentenkonzentrationen (2 uM, 1/10 1Cs0) erkennen, ohne jedoch eine
Signifikanz zu erreichen. Weitergehende Expressionsvergleiche anderer Zelllinien,
insbesondere aus der mittleren Expressionsgruppe, sind durch sehr hohe SD nur
eingeschrankt moglich. Es gibt auch bei diesen Vertretern keine Hinweise fir

signifikant veranderte RE durch AzaT-Behandlungen.

X00041_h_gag 1400035_h_gag
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Abbildung 3.30: RE des X00041_h_gag Abbildung 3.31: RE des 1400035_h_gag
Locus aller n =7 finalen Zelllinien nach Locus aller n =7 finalen Zelllinien nach
AzaT-Behandlung iiber 2 x 72 h mit n = 4 AzaT-Behandlung iber 2 x 72 h mit n =4
Therapieansétzen (K, 2 uM, 1/10 ICs, Therapieansétzen (K, 2 uM, 1/10 ICs,
ICsp). Darstellung der entsprechenden ICs0). Darstellung der entsprechenden
Mittelwerte der jeweiligen Therapie- Mittelwerte  der  jeweiligen  Therapie-

ansétze. ansétze.
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3.4.3 Azacitidin

3.4.3.1 Vitalitdatsanalysen

Die finale AzaC-Therapie folgte bis auf die veranderte Verdinnungsreihe demselben
Ablauf wie die AzaT-Behandlung. Durch eine standige lichtmikroskopische Kontrolle
wurde das Wachstumsverhalten aller therapierten Zellen (1/10 ICsg, 1/3 1Csq, I1Cs0) mit
dem der Kontrollgruppen verglichen. Somit konnte zum einen die Wirksamkeit von
AzaC anhand der zu erwartenden Toxizitat morphologisch verifiziert und auf der
anderen Seite ein zu starker Vitalitatsverlust ausgeschlossen werden. Die
morphologischen Veranderungen unter der AzaC-Therapie Uber 2 x 72 h sind in
Abbildung 3.32 anhand der Zelllinie HROC278 TO M1 (in dieser Arbeit nicht weiter
analysiert) exemplarisch dargestellt. Die zuvor scharf begrenzten und flachigen
Zellkolonien verkleinern sich zusehends und zeigen durch unregelmalligere
Randstrukturen mit zentralen Vakuolisierungen einen vermehrten Vitalitatsverlust an.
Infolgedessen lassen sich viele frei im Medium flottierende, avitale Tumorzellen

erkennen.

NG 1/10 IC5g

Abbildung 3.32: Morphologie (Lichtmikroskopisch 100x vergréBert) der Zelllinie
HROC278 TO M1 nach Behandlung mit AzaC (iber 2 x 72 h mit den n = 4 Therapieansétzen:
Oben links: K; Oben rechts: 1/10 ICsy; Unten links: 1/3 ICso; Unten rechts: ICsxy.
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Dartber hinaus wurde ein Teil jeder final behandelten 12-Well-Platte durch ein
KV-Assay zur Quantifizierung des Zellwachstums angefarbt. Dieses Vorgehen diente
neben der subjektiven Kontrolle am Lichtmikroskop als objektives Verfahren zur
Uberpriifung der AzaC-Toxizitdt. Hierfir wurden die Absorptionswerte der n =4
Behandlungsansatze (K, 1/10 1Cs, 1/3 1Csq, 1Cso) fUr die final untersuchten n=7
Zelllinien (HROC69, HROC278Met T2 M2, HROC50 T1 M5, HROC324, HROCG9,
HROC18, HROC87 TO M2), unterteilt nach Behandlungsdauern, zusammengefasst.
Aufgrund des starken Zellwachstums, insbesondere in den Kontrollgruppen, wurde
teilweise das Maximum der messbaren Absorption Uberschritten. Dies wurde durch
eine Verdlunnung aller zugehdrigen Platten dieser Zelllinien ausgeglichen. Somit sind
die unterschiedlichen Behandlungsansatze und —dauern insgesamt vergleichbar,
jedoch nicht die absoluten Absorptionswerte. Die Abbildung 3.33 zeigt gegenuber der
Kontrolle eine Abnahme der Zellvitalitat mit zunehmenden AzaC-Konzentrationen. Die
starkste Absorptionsreduktion (2,34 > 1,44) findet zwischen der Kontrolle und der
ICso statt. Innerhalb einer Konzentrationsstufe, aber mit zunehmender
Behandlungsdauer, zeigt sich bei der zweith6chsten Konzentration (1/3 ICs,) bereits
eine leichte Vitalitdtsabnahme (24 h: 1,99 > 2 x 72 h: 1,72), die bei der 1C5y noch
deutlich starker ausgepragt ist (24 h: 1,91 > 2x 72 h: 0,77).

Dabei betragt der Anteil vitaler Zellen nach 2 x 72 h Behandlung mit der ICs, lediglich
34 % des Kontrollwertes, anstelle der zu erwartenden 50 %. Insgesamt wurde sowohl
morphologisch als auch quantitativ in der Absorptionsspektroskopie die

konzentrations- und zeitabhangige AzaC-Wirkung anhand der Zellvitalitat bestatigt.

KV-Assay finale AzaC-Therapie

H
[

w
1

M=234 M=214 M=1,88 M= 1,44
[ 1 b 1 L 1 1

A
] 1 ! 1 ] 1 ! 1

Absorption (Vitalitat)
- N

<
o~
1 1
<+ ~ X
NN N
0_
‘l‘ 060 0‘3° Q‘)Q
Q\ 'b\ N
A\ N

Abbildung 3.33: Darstellung der gemittelten KV-Absorption (Zellvitalitdt) aller n = 7 finalen
Zelllinien, unterteilt nach den n = 4 Behandlungsansétzen (K, 1/10 ICsy, 1/3 ICs, IC50) mit je
n = 3 Behandlungsdauern (24, 72 & 2 x 72 h). Bestimmung der gemittelten Absorptionswerte
(M) pro Behandlungsansatz, bestehend aus den n = 3 Behandlungsdauern.
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3.4.3.2 Niedrige Expressionsgruppe

Ahnlich wie im Screening und nach der AzaT-Therapie bildet HROC278Met T2 M2
kaum HERV-H Loci aus. Neben fehlenden Expressionen (2000045 h pol,
2000045 _h_gag, 1300360 _h _gag, 1300360_h_env) wurden in der gRT-PCR bei
manchen Primern (1400035_h_gag, 500502_h_L3U3) sporadisch minimale RE
(= 0,02) gemessen.

Auch bei X00041_h_gag zeigt sich basal erwartungsgemal keine Expression
(RE =0,00). Es lasst sich in Abbildung 3.34 jedoch nach 2 x 72 h AzaC-Behandlung
eine im Verhaltnis deutlich gesteigerte RE (1/10 1Cso: 0,002; 1/3 ICs0: 0,005;
ICs0: 0,010) erkennen.

HROC278Met T2 M2: X00041_h_gag
0.015-

0.010+

0.005-

relative Expression

0.000

Abbildung 3.34: RE des X00041_h_gag Locus in der Zelllinie HROC278Met T2 M2 nach
2 x 72 h AzaC-Therapie (K, 1/10 ICs, 1/3 ICsq, ICs).
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HROC309, als zweiter Vertreter der Gruppe mit niedriger Auspragung, zeigt

insgesamt ein sehr heterogenes Expressionsmuster. Loci mit
RE = 0,00 (1300360_h_env) oder unregelmalig niedrigen RE (500502_h_L3U3,
1300360_h_gag, 2000045_h_pol, 2000045_h_gag) lassen keine

Expressionsveranderungen durch die AzaC-Therapie erkennen. Die n=2
verbleibenden Genorte  zeigen  jedoch nach AzaC-Behandlung eine
Expressionsveranderung. So lasst sich in Abbildung 3.35 erkennen, dass
1400035_h_gag gegeniber dem Kontrollwert (RE =0,095 + 0,007) durch eine
AzaC-Therapie mit der ICs, Uber 72 h (RE =0,061) und 2x72h (RE =0,041)
herabreguliert wird. Wie in Abbildung 3.36 dargestellt wird jedoch die RE des
X00041_h gag Locus nach 2x72h AzaC-Behandlung (1/101Cs,: 0,019;
1/3 ICsp: 0,025; ICsq: 0,021) im Vergleich zum Kontrollwert (0,003 £ 0,001) induziert.
Aullerdem liegen fur diese Zelllinie bei 1400035 _h_gag und X00041_h _gag sehr

geringe SD der Kontrollwerte vor.

HROC309: 1400035_h_gag HROC309: X00041_h_gag
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Abbildung 3.35: RE (Kontrolle gemittelt mit Abbildung 3.36: RE (Kontrolle gemittelt
SD) des 1400035 _h _gag Locus in der mit SD) des X00041_h _gag Locus in
Zelllinie HROC309 nach 72 & 2x72h der Zelllinie HROC309 nach 2x72h
AzaC-Therapie (K, 1/10 ICsy, 1/3 ICsp, ICsp). AzaC-Therapie (K, 1/10 ICsy, 1/3 ICs,

ICs50).
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3.4.3.3 Mittlere Expressionsgruppe

Bei HROC50 T1 M5 zeigt sich fir die n =3 Kontrollgruppen des X00041_h_gag
Locus eine sehr gleichmalige RE mit geringer SD des Mittelwertes (0,017 £ 0,000).
Wie in Abbildung 3.37 erkennbar, induziert eine AzaC-Behandlung eine deutliche
Expressionssteigerung nach 72 h (1/10 I1Cso: 0,067; 1/3 1Cse: 0,111; 1Cs: 0,136),
sowie nach 2 x 72 h (1/10 ICs: 0,217; 1/3 1Cs4: 0,471; 1C50: 0,865).

Fur 1400035_h_gag ist ebenso eine leichte Hochregulation der RE nach 2 x 72 h
AzaC-Therapie (1/10 I1Csq: 0,049; 1/3 1Csq: 0,056; 1Cs: 0,075) zu beobachten (siehe
Abbildung 3.38). Der Mittelwert der zugehdrigen Kontrollen (RE = 0,029 + 0,013)
weist jedoch eine erhohte SD auf.

Der 500502 _h_L3U3 Locus prasentiert in dieser Zelllinie nach 2 x 72 h ebenfalls eine
Hyperexpression, jedoch nur bei den niedrigen AzaC-Konzentrationen
(1/10 ICsp, 1/3 IC50) und nicht bei der ICso-Therapie. Die verbleibenden Loci
(2000045 _h _gag, 2000045 h_pol, 1300360 _h_gag, 1300360 _h_env) zeigen keine

Veranderungen durch eine AzaC-Behandlung.
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Abbildung 3.37: RE (Kontrolle gemittelt Abbildung 3.38: RE (Kontrolle gemittelt
mit SD) des X00041_h_gag Locus in der mit SD) des 1400035_h_gag Locus in
Zelllinie HROC50 T1 M5 nach der Zelllinie HROC50 T1 M5 nach
72 & 2 x 72 h AzaC-Therapie (K, 1/10 ICs, 2x72h AzaC-Therapie (K, 1/10 ICs,

1/3 ICs0, ICs0). 1/3 ICsp, ICs0).
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HROCG69 exprimiert einen Grofdteil der n = 7 fur HERV-H spezifischen Loci entweder
gar nicht (1300360_h_gag) oder nur mit hohen SD und ohne Hinweis auf eine
Auspragungsveranderung durch AzaC. Dabei werden sowohl niedrige
(2000045_h_gag, 2000045 h_pol, 1400035_h_gag), als auch hohe RE
(500502_h_L3U3, 1300360_h_env) erreicht. Auch bei dieser Zelllinie tritt far
X00041_h_gag nach 2 x 72 h AzaC-Therapie eine Hyperexpression auf, jedoch nur
bei den niedrigen AzaC-Konzentrationen (1/10 ICsy, 1/3 ICs0) und nicht bei der
Behandlung mit der ICsp.

Bei dem dritten Vertreter dieser Gruppe (HROC324) wird der X00041_h_gag Locus
nach 2 x 72 h Co-Kultur mit AzaC hyperexprimiert (siehe Abbildung 3.39). Die RE
steigt ausgehend vom Kontrollwert (0,25 + 0,05) deutlich an (1/10 ICsy: 0,30;
1/3 ICs0: 0,82; I1C50: 1,11).

Auch 500502_h_L3U3 prasentiert eine Hochregulation der RE nach AzaC-Therapie
Uber 2 x 72 h (K: 0,41 £ 0,12; 1/10 ICs: 0,37; 1/3 IC50: 0,81; ICs0: 0,97).

Die verbleibenden Loci werden nicht ausgebildet (2000045 h pol) oder weisen
lediglich sehr heterogene Expressionsmuster mit hohen SD auf (2000045 _h_gag,
1300360_h_gag, 1300360_h_env, 1400035_h_gag).

HROC324: X00041_h_gag
1.54
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relative Expression

0.0

Abbildung 3.39: RE (Kontrolle gemittelt mit SD) des X00041_h_gag Locus in der Zelllinie
HROC324 nach 2 x 72 h AzaC-Therapie (K, 1/10 ICsy, 1/3 ICs5p, IC5).
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3.4.3.4 Hohe Expressionsgruppe

Wie in Abbildung 3.40 dargestellt, lassen sich bei HROC18 und HROC87 T0O M2 leicht
induzierte Expressionswerte fir X00041 _h gag nach 2x72h AzaC-Therapie
erkennen. Diese sind jedoch verbunden mit hohen SD der Kontroll-RE
(HROC18: 1,68 + 0,44; HROC87 TO M2: 3,47 + 1,60).

Das unterschiedliche Expressionsmuster, verglichen zwischen 72 h und 2 x 72 h,
verhindert zum Teil eine eindeutige Aussage zum Effekt der Therapie. So liegt zwar
fur HROC18 nach 2 x 72 h Behandlung (ICs,) eine Hochregulation vor (RE = 2,63),
demgegenulber steht allerdings ein Expressionsverlust bei einer Behandlung uber
72 h mit der ICsy (RE =1,16). Alle anderen n =6 Loci zeigen bei HROC18 nach
2 x 72 h Behandlung auch einen Trend zur Hyperexpression, jedoch mit sehr hohen

SD und geringen Expressionswerten.

Bei HROC87 TO M2 bietet sich fur die ubrigen Loci ein sehr heterogenes Bild mit
Tendenzen zur Hochregulation (500502 _h L3U3) oder verminderten Expression
(2000045 _h gag, 1300360 _h_env). Insgesamt lassen sich hier, besonders in
Zusammenschau mit der 72 h Behandlung, keine Expressionsmuster erkennen und
die SD der RE sind wie beispielsweise bei 2000045 h_pol (K: 0,126 + 0,186) sehr
hoch.

HROC18, HROCS87 T0 M2: X00041_h_gag
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Abbildung 3.40: RE (Kontrolle gemittelt mit SD) des X00041_h_gag Locus in den Zelllinien
HROC18 und HROC87 TO M2 nach 72 & 2 x 72 h AzaC-Therapie (K, 1/10 ICsp, 1/3 ICs, ICs5).
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3.4.3.5 Zusammenfassung Azacitidintherapie

In Form einer heatmap sind in Abbildung 3.41 die prozentualen Veranderungen der
RE (2 x 72 h AzaC-Therapie vs. K) fur alle untersuchten Zelllinien und Loci visuali-
siert. Es bestatigt sich fir 2000045 h pol und 1300360 _h gag gehauft eine
schwache bzw. fehlende basale Expression, teilweise ohne bestimmbare Auspra-
gungsveranderungen nach AzaC-Therapie (leere Felder). Auch treten hier, sowie bei
2000045 _h_gag, vermehrt gleichbleibende RE (gelbe Felder) bzw. Tendenzen zur
Hypoexpression (orange/rot gefarbt) auf. Neben der hellgriin dargestellten leichten
Induktion (primar 1300360_h_env, 1400035_h_gag) ist besonders die deutliche
Steigerung der RE bei zwei bestimmten HERV-H Loci (X00041_h_gag,
500502_h_L3U3) anhand der dunkelgrinen Farbung zu erkennen. Daher werden

diese zwei besonders vielversprechenden Vertreter nachfolgend genauer betrachtet.

X00041_ 2000045_ 2000045 1300360_ 1300360_ 1400035_ 500502_
h_ga h_ga h_pol h_gag h_env h_gag h_L3U3

HROC309
HROC278Met T2 M2

HROC50 T1 M5 -—
HROC69

HROC324

HROC18 ] L]

HROC87 TO M2
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HROC278Met T2 M2
HROC50 T1 M5
HROC69

HROC324

HROC18

HROC87 TO M2

HROC309
HROC278Met T2 M2
HROC50 T1 M5 —
HROC69

HROC324

HROC18 - 1

HROC87 TO M2

Abbildung 3.41: Zusammenfassung (heatmap) der prozentualen Verdnderung der RE
gegenliber der Kontrolle fiir die n = 7 untersuchten HERV-H Primer (siehe obere Zeile) nach
den n =3 AzaC-Therapieansétzen: 1/10 ICsy (oben), 1/3 ICso (mittig) und ICsy (unten) Gber
2x72h. Die Messungen erfolgten an den n =7 finalen Zelllinien (linke Spalte). Der
Farbverlauf spiegelt bei der Darstellung von dunkelrot (RE| =2100%), (ber den Mittelpunkt
gelb (RE—) zu dunkelgriin REt 2100%) die entsprechende Verdnderung der RE wider. In den
leeren Feldern ist die Berechnung der Ausprédgungsverédnderungen durch schwache/fehlende
basale Expressionen nicht méglich.

1/101Cs02x 72 h

1/3 |Cs()2 X72h

|0502 Xx72h
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So wurden in Abbildung 3.42 die RE-Werte des X00041_h_gag Locus aller n=7
analysierten Zelllinien fur die n =4 Behandlungsansatze uber 2 x 72 h dargestellt.
Insgesamt zeigt sich eine Zunahme der, pro Konzentrationsansatz gemittelten,
Expressionswerte mit steigenden AzaC-Konzentrationen. Die Induktion nach der
Behandlung mit 1/3 1C5, (RE = 1,22) weist hierbei eine Signifikanz (p= 0,0156)
gegenuber der Kontrolle (RE =0,86) auf. In kirzeren Behandlungszeitraumen
(24 h, 72 h) konnten solch signifikante Veranderungen nicht reproduziert werden. Es
prasentierte lediglich das Behandlungsintervall tGber 72 h einen leicht erhdhten
Mittelwert fir 1/3 ICs.

Der 500502 _h L3U3 Locus wird in dieser Analyse bei geringen SD insgesamt als
sehr zuverlassig gewertet. Nach 2 x 72 h AzaC-Therapie mit 1/3 ICsq liegt besonders
bei HROC50 T1 M5 eine ausgepragte Hyperexpression vor. Diese
konzentrationsabhangige Induktion ist auch beim Behandlungsansatz-spezifischen
Mittelwert aller n =7 Zelllinien zu beobachten (Abbildung 3.43) und liegt dort

gegenuber der Kontrolle in einem signifikanten Ausmal} (p = 0,0156) vor.

Fur weitere Loci oder Behandlungszeitraume konnten keine signifikanten
Veranderungen festgestellt werden. Die signifikante Induktion der HERV-H in den
beiden o.g. Loci durch die geringe AzaC-Dosis (1/3 1Cs), jedoch nicht mit der ICso,
steht im Einklang mit der heatmap (Abbildung 3.41). Dort weist die
Zusammenfassung aller Behandlungsansatze Uber 2 x 72 h flr die ICs-Therapie

sogar gehauft eine RE-Verminderung auf.
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Abbildung 3.42: RE des X00041_h_gag Abbildung 3.43: RE des 500502 _h_L3U3
Locus der n =7 untersuchten Zelllinien Locus der n =7 untersuchten Zelllinien
nach einer Behandlung lber 2 x 72 h mit nach einer Behandlung (lber 2 x 72 h mit
n=4 AzaC-Behandlungsansétzen n=4 AzaC-Behandlungsansétzen

(K, 1/10 ICsq, 1/3 ICsp, ICsp). (K, 1/10 ICsp, 1/3 ICsp, ICs0).
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3.5 Immunoscreen

Die signifikante Induktion des X00041 _h gag Locus durch eine spezifische
AzaC-Therapie (1/3 ICs flir 2 x 72 h) erdéffnet zahlreiche neue Maoglichkeiten fur
zuklnftige Behandlungsansatze. Ganz klar steht hierbei die Durchflihrung eines
killassays durch Co-Kulturen mit Locus-spezifischen CTL im Vordergrund. Die
optimale  Voraussetzung hierfur ~ ware die  Ausprdgung verschiedener
Oberflachenantigene wie MHC-1 (HLA-A/-B/-C), MHC-Il (HLA-DP/-DR) und HLA-A2.1.
Diese Expressionen wurden in den n=7 behandelten Zelllinien
durchflusszytometrisch bestimmt. In Tabelle 3.2 ist der prozentuale Anteil der
markierten Zellen dargestellt. Von insgesamt n =4 Zellinien (HROC309,
HROC278Met T2 M2, HROC18, HROC87 T0 M2) mit einer starken MHC-| Expression
trugen n=2 (HROC309, HROC18) das HLA-A2.1. Leukozytenantigen. Diese
doppelexprimierenden Zelllinien stellen somit geeignete Zielzellen eines fir

X00041_h_gag spezifischen killassays dar.

Tabelle 3.2: Oberflachenexpression der Leukozytenantigene MHC-I (HLA-A/-B/-C), MHC-II
(HLA-DP/-DR) und HLA-A2.1 in den n =7 final behandelten Zelllinien (siehe linke Spalte).
Darstellung des durchflusszytometrisch bestimmten prozentualen Anteils der durch den
MHC-spezifischen AK markierten Zellen.

Zelllinie MHC-I (HLA-A/-B/-C) | MHC-II (HLA-DP/-DR) HLA-A2.1

HROC309

59,98 % (positiv)

0,98 % (negativ)

44,08 % (positiv)

HROC278Met T2 M2

89,50 % (positiv)

0,34 % (negativ)

0,67 % (negativ)

HROCS50 T1 M5

19,40 %
(schwach positiv)

1,48 % (negativ)

0,02 % (negativ)

HROC324

1,12 % (negativ)

0,74 % (negativ)

0,49 % (negativ)

HROCG69

1,65 % (negativ)

1,21 % (negativ)

0,29 % (negativ)

HROC18

76,81 % (positiv)

2,24 % (negativ)

57,17 % (positiv)

HROC87 TO M2

74,45 % (positiv)

0,73 % (negativ)

0,02 % (negativ)
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4 Diskussion

4.1 Behandlung des kolorektalen Karzinoms

4.1.1 Aktuelle Herausforderungen der Therapie

In ihrer aktuellen Stellungnahme von 2018 betont die Weltgesundheitsorganisation
noch einmal die immense Bedrohung der globalen Gesundheit durch bdsartige
Neoplasien. So ist Krebs als zweithdufigste Todesursache fir einen von sechs
Sterbefalle verantwortlich (Weltgesundheitsorganisation, 2018). Eine besondere Rolle
spielt dabei das KRK, welches 2018 mit mutmallich weltweit 881.000 Verstorbenen
den zweithéchsten Anteil (9,2 %) der Krebstodesfalle verursachte. Global wird,
insbesondere in den sich entwickelnden Landern, eine Zunahme der Inzidenz und
Mortalitat des KRK als Indikator der soziobkonomischen Entwicklung entweder
bereits beobachtet (z.B. in China, Brasilien) oder noch erwartet (Bray et al., 2018).
Die Grundpfeiler der klassischen Therapie des KRK sind dabei, abhangig von
Stadium und Lokalisation, die chirurgische Entfernung, sowie die Radio- und
Chemotherapie. Deren optimierte Anwendung und zusatzliche Praventionsmalnah-
men, wie beispielsweise die Koloskopie (Jacob et al., 2012), sind wahrscheinliche
Ursachen der in Kapitel 1.1.1 beschriebenen Senkung der Sterberate von
KRK-Patienten in Deutschland. Trotz diesem positiven Trend betont besonders das
geringe 5-Jahres-Uberleben (ca. 10 %) beim metastasierten KRK die dringende
Notwendigkeit der Entwicklung neuer Behandlungsansatze uber die bekannten

Therapeutika hinaus (Brenner et al., 2014).

4.1.2 Immuntherapie

4.1.2.1 Grundlagen Tumorimmunologie

Die Tumorentwicklung wird, neben vielen anderen Einflissen, stark durch eine
wechselseitige Interaktion mit dem Immunsystem (immunoediting) gepragt. Als
Ausgangspunkt dient hierfur die protektive Uberwachungsfunktion der kérpereigenen
Abwehrkrafte (immunosurveillance), mit der grundsatzlich maligne entartete Zellen
erkannt und bekampft werden kénnen (Kim et al., 2007). So ist das KRK im
Frihstadium ohne Metastasierungshinweise mit einer, gegenutber der
fortgeschrittenen  Vergleichsgruppe, signifikant gesteigerten Infiltration von
T-Lymphozyten (CD4* und CD8") assoziiert und zeigt keine erhohte (tumorfordernde)
Inflammation oder Immunsuppression (Pagés et al.,, 2009). Die Bedeutung des

Immunsystems bei der Tumorbekdmpfung wird durch die erhdhten Inzidenzen
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maligner Neoplasien in immunsupprimierten Patienten nach Organtransplantationen

weiter belegt (Penn, 1974).

Die zusammenfassende Theorie des immunoeditings, die 2002 von der Gruppe um
Robert David Schreiber publiziert wurde, beschreibt die drei sog. ,E-Schritte®
Eliminierung, Equilibrium und escape (Entkommen). Die Eliminierung wird im Rahmen
der angeborenen Immunantwort u.a. durch naturliche Killerzellen (NK-Zellen) initiiert
und Uber die Produktion von proinflammatorischen Chemokinen und IFN-y, sowie der
Antigenprasentation aus lysierten Tumorzellen mithilfe von dendritischen Zellen (DC),
vorangetrieben. Final werden dann die spezifischen CD4" und CD8" T-Lymphozyten
rekrutiert. Diese Mechanismen, die weitestgehend der immunosurveillance
entsprechen, minden im Idealfall in eine erfolgreiche Tumoreliminierung. Der
Grundstein flir eine manifeste Tumorerkrankung wird im nachsten Schritt, dem
Equilibrium, begriindet. Analog zur darwinistischen Selektionstheorie provoziert das
Immunsystem die Entstehung gering immunogener und somit ,resistenter®
Tumorzellen, die sich auf verschiedenen Wegen (s.u.) der Bekampfung entziehen.
Besteht in dieser Phase noch ein Kraftegleichgewicht zwischen Tumor- und
Immunzellen, so findet im finalen escape-Stadium die unkontrollierte Ausbreitung der

(epi-)genetisch angepassten Tumorzellen statt (Dunn et al., 2002).

Die so aufgeworfenen Fragen, welche escape-Mechanismen KRK entwickelt haben
und wie die immunologische Detektion dieser Tumorzellen erfolgen kann, sind nicht
nur eng miteinander verknipft, sondern auch entscheidend fur die
immuntherapeutische Zielstellung dieser Arbeit, sodass sie noch einmal grundsatzlich

beleuchtet werden:

Genprodukte der Tumorzellen kénnen proteasomal prozessiert und anschlielend
uber MHC-I den Rezeptoren (T-Zellrezeptor, CD8) der CTL prasentiert werden.
Neben dieser Interaktion sollte das ,ideale” Tumorantigen fur den Tumorstoffwechsel
essenziell sein und konstant, sowie exklusiv auf maligne entarteten Zellen exprimiert
werden (Krishnadas et al., 2013). Liegt die letztgenannte Eigenschaft vor, werden sie
als tumorspezifische Antigene (TSA) bezeichnet und weisen die positiven Merkmale
einer hohen Aviditat und Immunogenitdt gegenuber den kdrpereigenen
Abwehrmechanismen auf (Wagner et al., 2018). Deren wichtigste Vertreter sind
Neoantigene, die individuell durch genetische Veranderungen (z.B. Translokationen),
posttranslationale Modifikationen, Insertionen, Deletionen oder spliced peptides in
Tumoren neu entstehen bzw. erstmals exprimiert werden. Genprodukte onkogener
Viren, wie z.B. das retrovirale HTLV-1 Tax (siehe Kapitel 1.2), zeigen ebenso eine
hohe Tumorspezifitdt (Braunlein und Krackhardt, 2017; Jacobson et al., 1990).

Demgegenuber stehen die weitaus haufigeren tumorassoziierten Antigene (TAA),



4 Diskussion 68

deren meiste Vertreter als urspringlich natirliche Genprodukte in Tumoren
Uberexprimiert vorliegen. Mdgliche Beispiele im KRK sind das carcinoembryonale
Antigen (CEA), Mucin-1 oder das Melanomantigen (MAGE) (Wagner et al., 2018).
Wie alle Tumoren hat auch das KRK eine Vielzahl von Strategien entwickelt um das
Immunsystem zu unterdricken, sich diesem zu entziehen und ein
wachstumsférderndes Milieu zu erschaffen. Einige der zentralen immunsuppressiven
Mechanismen, die 2006 von Evans et al. zusammengefasst wurden, sind in der
Abbildung 4.1 dargestellt. Die induzierten Zytokine, Wachstumsfaktoren, Enzyme und
Gewebshormone kénnen sowohl Ursache, als auch Wirkung der vielfaltigen
Immunzellverdnderungen sein und sind dementsprechend mittig angeordnet. Uber
verschiedene Signalwege kommt es zur vermehrten Differenzierung der CD4"
T-Lymphozyten zur Th2-Subgruppe, einem Aktivitatsverlust von NK-Zellen, dem
vermehrten  Auftreten von regulatorischen T-Zellen (T.4), sowie einer
eingeschrankten Funktion der CTL und DC (Evans et al., 2006). Weitere ausgewahlte

immunmodulatorische Mechanismen des KRK sind:

e HLA-G Expression: Apoptose von CTL und NK-Zellen
(Fukushima et al., 1998).

e Verminderte HLA-I Expression: reduzierte Tumorantigenprasentation
(Lopez-Nevot et al., 1989).

e Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) Expression: Hemmung der Invasion von
T-Zellen u.a. via Tryptophanreduktion (Brandacher et al., 2006).

e Unterdrickung des Apoptoserezeptors Fas auf der Zelloberflache
(Ogawa et al., 2004).

e Expression vom programmed death receptor 1 (PD-1) und dem zytotoxischen

T-Lymphozyten-assoziierten Antigen 4 (CTLA-4) (Passardi et al., 2017).
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Abbildung 4.1: Immunsuppressive Mechanismen des KRK. COX2 = Cyclooxygenase-2;
CTL = Zytotoxische T-Lymphozyten; IL = Interleukin, NK-Zellen = Natiirliche Killerzellen;
TGF-B = Transforming growth factor beta;, Th = T-Helferzellen; T, = Regulatorische
T-Lymphozyten; VEGF = Vascular endothelial growth factor (Evans et al., 2006).

4.1.2.2 Aktuelle Inmuntherapie beim KRK

Bereits gut etablierte Vertreter der Tumorimmuntherapie sind spezifische
monoklonale AK. Eine Untergruppe ist die targeted therapy, bei der ebendiese AK
direkt an Tumorzellen ihre Wirksamkeit entfalten. Demgegenliber stehen die
Immuncheckpointinhibitoren (ICl), die als aktive Immuntherapeutika Uber die
Stimulation der koérpereigenen Abwehrkrafte bzw. Unterdrickung bestimmter
escape-Mechanismen (siehe vorheriges Kapitel) einen anti-Tumor-Effekt herbeiflihren
(Galluzzi et al., 2014). Mit Cetuximab ist seit langerer Zeit die targeted therapy fester
Kombinationspartner einer Chemotherapie des metastasierten linksseitigen
Kolonkarzinoms. Dieser Wirkstoff, der nur bei Patienten mit einem Wildtyp des
Ras-Proteins angewendet werden sollte, supprimiert durch Blockade des epidermal
growth factor receptors (EGFR) intrazellulare Wachstumskaskaden und scheint

zusatzlich immunstimulativ zu wirken (Jonker et al., 2007; Schmiegel et al., 2017).

Die ICI als Immuntherapeutika im engeren Sinne halten aktuell in rasantem Tempo
Einzug in die Behandlung solider Tumoren. Dabei blockieren anti-CTLA-4 AK
(z.B. Ipilimumab) die gleichnamigen Rezeptoren an der Oberflache von CTL und
verhindern somit deren Unterdriickung durch Vertreter der B7-Familie (CD80, CD86).
Auch die Expression von PD1-Rezeptoren auf der Zelloberflache kann durch die
Bindung des entsprechenden Liganden (PDL-1) vor allem in der Effektorphase eine
Apoptose der T-Lymphozyten initiieren. Entsprechende Inhibitoren dieses
Immuncheckpoints kénnen u.a. Pembrolizumab und Nivolumab (anti-PD1), sowie

Atezolizumab und Durvalumab (anti-PDL-1) sein (Kyi und Postow, 2014).
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Durch die ersten positiven Behandlungsergebnisse wu.a. fir Ipilimumab in
Melanom-Patienten (Hodi et al.,, 2010) und Nivolumab bei Probanden mit
Nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom (Borghaei et al., 2015) wurde das grolle
Potenzial der ICI bei der Behandlung von soliden Tumoren mit hoher Mutationslast
deutlich. Diese Wirkung wird primar durch die dortige Entstehung von besonders
immunogenen Neoantigenen und der folgenden CTL-Induktion erklart (Westdorp et
al., 2016). Auch Tumoren mit MSI-H, allen voran KRK, sind durch einen MMR-Defekt
(siehe Kapitel 1.1.3) mit verstarkten somatischen Mutationen assoziiert und
profitieren demnach von einer Pembrolizumab-Behandlung (Le et al., 2015).
Daraufhin wurde 2017 in den USA mit diesem anti-PD1 AK erstmals eine
Tumortherapie spezifisch fliir einen positiven Biomarker, unabhangig von dessen
Organlokalisation, zugelassen. Die Anwendung bei diesem MMR-defizienten Subtyp
des KRK betrifft irresektable bzw. metastasierte Vertreter, die trotz Chemotherapie
einen Progress aufweisen (Marcus et al., 2019). Die aktuelle deutsche S3-Leitlinie
des KRK bertcksichtigt noch nicht den MSI-Status, auch aufgrund der bis dato nicht
vorhandenen europaischen Zulassung der ICI fur diese Therapieindikation
(Schmiegel et al., 2017). Neben MSI-H Tumoren scheint auch der sog. hypermutierte
Phanotyp mit Genmutationen der DNA-Polymerase (POLE und POLD) fir eine
ICI-Therapie pradisponiert zu sein (Rayner et al., 2016). Die aktuellen Limitierungen
beim Einsatz der ICl in der Behandlung des KRK betreffen vor allem MSS-Vertreter.
Jedoch kann eine Kombinationstherapie z.B. mit Cobimetinib (MAPK-Inhibitor)
offenbar die geringe Immunogenitat dieser Gruppe und das damit ausbleibende
Ansprechen auf eine ICI-Therapie steigern (Emambux et al., 2018). Inwiefern AzaC
als moglicher Kombinationspartner in Betracht kommt wird in Kapitel 4.4.2 noch

einmal ausfuhrlich diskutiert.

Viele weitere immuntherapeutische Moglichkeiten sind noch nicht etabliert, wobei
jedoch einige Strategien, wie KRK-spezifische Impfungen, bereits aussichtsreiche
Ergebnisse in diversen Studien lieferten. Deren Status quo wurde jungst von Wagner

und Kollegen aus der AG MOI zusammengefasst:

So erweist sich die Peptidimpfung basierend auf einem singularen TAA
(z.B. CEA, MAGE, Mucin-1) klinisch als wenig effektiv. Die Kombination von bis zu
sieben dieser Vertreter, sowie die personalisierte Peptidvakzinierung, fihren jedoch
zu einer CTL-Induktion. Der aktuelle Fokus liegt allerdings eindeutig auf der (noch)
aufwandigen Identifizierung von Neoantigenen (siehe Kapitel 4.5.2). Dabei ist der
Ursprung der Peptide flir KRK-Vakzine primar in Leserasterverschiebungen
(z.B. KRAS, TGFBIIR, CDX2, Caspase 5) oder auch alternativen Splicevarianten

einzuordnen. Vor allem fur die Therapie des MSS-KRK geben die Autoren einen
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multifaktoriellen Ansatz  der Peptidvakzinierung in Kombination mit
Immunstimulatoren, immunogenen Chemotherapeutika oder ICI als
vielversprechende Therapieoption an (Wagner et al.,, 2018). Durch den Einsatz des
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierenden Faktors (GM-CSF) und Interleukin
(IL) 2 als Bestandteile des chemotherapeutischen GOLFIG Schemas (Gemcitabin,
Oxaliplatin, Levofolinat, 5-Fluoruracil, GM-CSF, IL-2) konnte auRerdem generell die
Chance einer Immunstimulation bei der Behandlung des KRK aufgezeigt werden
(Correale et al.,, 2014). Die aktuell groRen Fortschritte bei der Erforschung von
T-Zellen mit chimaren Antigenrezeptoren (CAR) lassen auf deren zeitnahe
Etablierung beim KRK hoffen. Das Potenzial retroviraler Genelemente fir diese
Therapieform wurde bereits durch die positiven Ergebnisse fir HERV-K env im

Bereich des Mammakarzinoms belegt (Zhou et al., 2015).

4.2 Verbesserungsmoglichkeiten der Methodik

Als Messmethode fir die RE der HERV-H auf RNA-Ebene wurde die qRT-PCR
genutzt. Die Analyse der sieben spezifischen Primer erfolgte mittels SYBR Green
System, das durch Doppelstrangeinlagerung unspezifisch eine DNA-Amplifikation
anzeigt. Bei den ermittelten Ct-Werten der Probendubletten lagen teilweise hohe SD
vor und die Negativkontrollen zeigten Werte im signifikanten Bereich an. Uber die
Analyse der  Schmelztemperaturen, die abhangig von Lange und
Basenzusammensetzung des Amplifikats sind, konnten diese Abweichungen der
non template control als Primerdimerisierungen und nicht als Kontaminationen
identifiziert werden. Die Bestatigung erfolgte hierfur zusatzlich mittels
Gelelektrophorese. Fur viele Messwerte der Proben lagen jedoch final zwei
Schmelzkurven (entsprechend der Positiv- und Negativkontrolle) vor. Die
Interpretation des zugehdérigen Ct-Wertes, der beide Primerreaktionen einschlief3t, ist
daher nur eingeschrankt moglich und erscheint insbesondere im Bezug zum weitaus
spezifischeren TagMan System der GAPDH-Untersuchung als problematisch. Dieses
basiert auf Sonden, die im Rahmen der DNA-Amplifikation durch die Taq-Polymerase
hydrolysiert werden. Als Folge entfallt die Suppression der sondengebundenen
Reporter-Fluoreszenz durch den ebenso gekoppelten quencher (Kubista et al., 2006;
Tajadini et al., 2014).

Leider konnte fur die Analyse der HERV-H kein solch spezifisches Primersystem mit
entsprechender Sonde entworfen werden. Nichtdestotrotz kann hierbei von einem
systematischen Fehler gesprochen werden, der bei allen sieben mittels SYBR Green

analysierten HERV-H Primern bzw. allen medikamentdsen Behandlungsansatzen im
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gleichen Malde auftritt und somit die hier durchgefiihrten gepaarten Analysen zulasst.
Im Rahmen der deutlich verschiedenen SD zwischen den einzelnen Primern
kristallisierte sich der besonders etablierte Vertreter X00041_h_gag als sehr
zuverlassig heraus. Da sich die meisten Analysen (Expressionsvergleich RNA vs.
Protein; Grofdteil der medikamentdsen Induktionen; finaler immuntherapeutischer
Ansatz) auf diesen X-chromosomalen Referenzlocus bezogen, wurde in dieser Arbeit

eine maximal mdgliche Zuverlassigkeit erreicht.

Das unterschiedliche Wachstumsverhalten der Zelllinien (siehe Kapitel 3.1) kann sich
auf quantitative Analysen, wie beispielsweise den KV-Assay zur ICso-Bestimmung,
negativ auswirken. Dies ist insbesondere bei semiadharent wachsenden Zelllinien
(z.B. HROC147 TO M1) oder schnell proliferierenden Vertretern mit einem instabilen
und gering adharenten Monolayer (z.B. HROC285 TO M2) der Fall. Bei der finalen
ICso-Medikamentenbehandlung Uber 2 x 72 h auf 12-Well-Platten wurde schlieldlich
eine reduzierte Vitalitdt von lediglich 32 % des Kontrollwertes gemessen. Das
Zellwachstum findet groRtenteils im Randbereich der Kavitdten statt. Eine
VergroRerung des Verhaltnisses Flache zu Umfang der Kavitaten scheint demnach zu
einer verstarkten Sensibilitdt der Zellen gegentiber potenziell toxischen Einflissen zu

fuhren.

Auch wenn die durch AzaC induzierte genetische Hypomethylierung als treibende
Kraft fir die Induktion der HERV-H angesehen wird, kann dieser Mechanismus nicht
mit Hilfe der erfolgten Versuche validiert werden. Fur weitergehende Analysen ist die
Durchfihrung eines Methylierungsassays madglich. Als geeigneter Vertreter gilt die
Bisulfid-Sequenzierung, die bereits an Sequenzen der HERV-H angewendet wurde
(Wentzensen et al., 2007). Durch die Ungenauigkeit dieser Methode mit einem hohen
Risiko an falsch positiven oder falsch negativen Ergebnissen wird jedoch gleichzeitig

eine mRNA-Analyse empfohlen (Mullins und Linnebacher, 2012a).

Grundsatzlich ist der gesamte Versuchsaufbau sehr breit aufgestellt und umfasst
Screeninganteile und zwei Medikamentenbehandlungen mit jeweils vier
Konzentrationen (inkl. Kontrolle) Uber drei Zeitrdume. Die bisher einmalige
Triplettmessung der relativen HERV-H Locusexpressionen sollte fiur die erfolgreichen
Behandlungsansatze daher erneut dreifach durchgefuhrt werden. Den insgesamt
signifikanten Expressionssteigerungen nach den AzaC-Behandlungen Uber 2 x 72 h
liegen lediglich sieben zusammengefasste Zelllinien zugrunde, sodass fir eine

Verifizierung der Ergebnisse die Stichprobe erhéht werden musste.
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4.3 Screening der basalen HERV-Expression

Die Kausalitat fir die bereits dargestellten Assoziationen zwischen erhdhter
HERV-Expression und spezifischen malignen Neoplasien (siehe Tabelle 1.1) wurde
bis heute noch nicht eindeutig beschrieben. So kann die erhéhte HERV-Transkription
zum einen als Ursache fir die Entartung, aber auch als ein Symptom
transkriptioneller Dysregulation in der Tumorzelle angesehen werden (Bhardwaj und
Coffin, 2014). Unabhangig davon steht bei der Diagnostik und Therapie des KRK die
Familie der HERV-H weiterhin im Fokus aktueller Forschung und bedarf einer
genauen basalen Expressionsanalyse. Wegweisend hierflr sind priméar die Arbeiten

von Pérot et al. und Mullins et al., sowie die erweiterte KRK-Tumorbank der AG MOI.

Die sieben HERV-H spezifischen Primer wurden in dieser Arbeit erfolgreich an n = 26
verschiedenen KRK-Zelllinien, und demnach auferhalb des urspringlich publizierten
primaren Tumormaterials, verwendet (Pérot et al., 2015). AnschlieBend konnten
n=24 der analysierten Zelllinien erstmals gleichmaRig in drei HERV-H
Expressionsgruppen (niedrig, mittel, hoch) aufgeteilt werden. Somit wurde fir diese
KRK-Zelllinien, neben anderen Kriterien wie dem MSI-Status, Methylierungslevel und
Mutationsstatus (KRAS, BRAF, TP53, APC), ein weiteres Klassifikationsmerkmal
etabliert. Einschrankend bei der Klassifikation missen hierbei eine unzureichende
Datengrundlage bzw. technische Limitationen (siehe Kapitel 4.2) angegeben werden.
Durch zukunftige Versuchsreihen sollten die zulassigen Expressionswerte pro Gruppe

reevaluiert werden um somit die Klassifikation weiter zu verbessern.

Einen ahnlichen Ansatz hat die Gruppe um Desai und Kollegen gewahlt, die
KRK-Zelllinien auf der Basis des Expressionsmusters repetitiver Elemente (HERV,
LINE-1) erweitert molekular klassifizierte. Hierbei zeigte sich eine inverse Korrelation
zwischen dem DNA-Methylierungslevel und der Ausprdgung von LINE-1 oder
globalen HERV. Jedoch wurde die Familie der HERV-H explizit von dieser
Co-Regulation ausgeklammert. Die fir Zelllinien mit starker Auspragung der LINE-1
vorliegende signifikante inverse Korrelation mit MSI-H und BRAF-Mutationen, sowie
der Assoziation mit TP53-Mutationen, unterstreicht die Relevanz repetitiver Elemente

bei der molekularen Klassifikation des KRK (Desai et al., 2017).

Die Expression der in dieser Arbeit verwendeten fir HERV-H spezifischen Primer
korreliert in den ursprunglichen Analysen positiv mit dem Subtyp der MSI-H (Pérot et
al., 2015). Da die Expression von HERV-H nicht mit der von LINE-1, die wiederum mit
MSS assoziiert ist, einhergeht (Desai et al., 2017), kann weiterhin in den
vorliegenden Zelllinien eine positive Korrelation zwischen HERV-H und MSI-H

postuliert werden. Sowohl die hoch, als auch die mittel exprimierende Gruppe weisen
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viele Vertreter (4/8 bzw. 6/8 Zelllinien) mit einer MSI auf (siehe Abbildung 4.2). Leider
ist der Vergleich zu den Mitgliedern der Gruppe mit niedriger Auspragung aufgrund

noch fehlender molekularer Klassifizierungen nicht moglich.

Im Hinblick auf mogliche immunologische Therapieansatze zeigt sich noch eine
weitere Bedeutung der basalen Klassifikation fir HERV-H in KRK-Zelllinien. So
weisen Vertreter mit hoher Expression der HERV-H eine geringe Infiltration
immunsupprimierender sog. forkhead-box-protein P3 positiver T.4-Lymphozyten auf
und werden somit als besonders geeignete Vertreter flr eine ICI-Therapie angesehen
(Desai et al., 2017).

Im Rahmen zukinftiger Untersuchungen erscheint ein tiefergehender Vergleich der
molekularen Veranderungen, inklusive der fur HERV-H spezifischen Expressions-
werte, in den primaren KRK-Zelllinien als sinnvoll. Schon jetzt wurde diese Einteilung
verwendet um ausgehend vom urspringlichen Expressionslevel eine madgliche
Induktion der HERV-H durch hypomethylierende Medikamentenbehandlungen zu
beschreiben. Weitere madgliche Ansatze, die auf dieser Klassifikation basieren
kénnten, sind u.a. die Analysen der Chemotherapiesensitivitdit oder des
Wachstumsverhaltens. So wurde beispielweise in vitro an Kolonkarzinomzelllinien
eine Assoziation zwischen HERV-Expression und Chemotherapieresistenz dargelegt
(Diaz-Carballo et al., 2015).

HERV-H Expression vs. MSI-Status
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Abbildung 4.2: Analyse der n =24 im Screening klassifizierten Zelllinien nach ihrem
Mikrosatellitenstatus. Die Darstellung erfolgt sortiert nach Expressionsklasse (niedrig, mittel,
hoch) mit je n=8 Vertretern. Der Mikrosatellitenstatus ist unbekannt (schraffiert),
MSS (hellgrau) oder MSI-H/-L (dunkelgrau).



4 Diskussion 75

Des Weiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals die Expression der HERV-H
auf RNA-Ebene, basierend auf der neu eingefuhrten Klassifikation, mit der auf
Proteinebene verglichen werden. Flr diese Analyse lag der Fokus auf dem 14H11G1
AK gegen das fur HERV-H spezifische gag-Protein (Mullins et al., 2016). Konkordant
mit der RNA-Expression des X00041_h_gag Referenzlocus wies die Gruppe mit
hoher RE auch die meisten von 14H11G1 markierten Zellen auf, die sich in der mittel
exprimierenden Gruppe signifikant reduzierten. Die Gruppe mit niedriger Auspragung

zeigte jedoch eine gesteigerte spezifische gag-Expression.

Als Ursache dessen ist anzufuhren, dass die fir HERV-H festgelegte
Gruppendefinition auf Basis der spezifischen RNA-Primer, inklusive dem hier
angefiuihrten X00041_h_gag Locus, erfolgte. Der gewebs-, aber nicht tumor- und
locusspezifische 14H11G1 AK ist wesentlich globaler, sodass dessen erhohte
Expressionswerte in der Gruppe mit hoher RE in diesem Zusammenhang als ,falsch
positiv’ angesehen werden koénnen. Eine Assoziation zwischen der RNA- und
Proteinebene ist durch die vielversprechenden Ergebnisse der Gruppe mit hoher RE
trotzdem anzunehmen und erlaubt weitergehende Analysen. Mogliche klinische
Einsatzgebiete der fir HERV-H spezifischen gag-AK werden bei der Primariussuche
oder als Biomarker im Rahmen der Frihdiagnostik, z.B. mittels Bluttest (s.u.), des
KRK gesehen (Mullins et al., 2016).

Fur zukinftige Analysen des 14H11G1 AK ist der Vergleich mit globaleren und dabei
trotzdem fir HERV-H spezifischen RNA-Primern ein mdglicher Ansatz. Potenzielle
Kandidaten sind die mit Kolongewebe physiologisch nicht reagierenden Primer
envH1, envH2, envH3 (de Parseval et al., 2003). Darlber hinaus sollte untersucht
werden inwiefern durch eine AzaC-Therapie, analog zur Induktion auf RNA-Ebene,
auch eine Expressionssteigerung der fir HERV-H spezifischen gag-Proteine maéglich

ist.
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4.4 Medikamentose HERV-Induktion

4.4.1 Azathioprin

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Fokus der Medikamentenwirksamkeit von AzaT
und AzaC auf die Induktion der HERV-H via DNA-Hypomethylierung gelegt. Vor allem
die Thiopurine, inklusive AzaT, konnen als Immunsuppressiva jedoch vielfaltig die
Tumorgenese und -—behandlung beeinflussen und missen somit in diesem

Therapiekontext kritisch beleuchtet werden:

Unter AzaT-Therapie zeigen Patienten mit IBD ein generell erhohtes Risiko fur
maligne Neoplasien, insbesondere des Lymphgewebes und des Harnapparates
(Pasternak et al., 2013). Die Behandlung mit Thiopurinen deutet ebenso auf ein leicht
erhohtes Erkrankungsrisiko fur den nicht-melanomatésen Hautkrebs hin (Hagen und
Pugliano-Mauro, 2018). Der Bericht eines 57-jahrigen Patienten, der nach einer
Behandlung mit 6-MP Uber 20 Jahre insgesamt n =84 dieser Neubildungen
entwickelte, veranschaulicht zusatzlich einen mdéglichen tumorférdernden Effekt von
AzaT (De Luca et al., 2012).

Auch die rasche Entstehung (< 1 Jahr) eines Kolonkarzinoms in einem Morbus Crohn
Patienten nach langjahriger AzaT-Therapie ist ein weiteres Indiz hierfir (Kuehn et al.,
2016). In diesem Fallbericht wird die AzaT-Behandlung als moglicher Ausléser des
sog. Kolitis-assoziierten-Karzinoms diskutiert, dessen zugehorige Zelllinie (HROCG69)
jedoch in den aktuellen ICsp-Bestimmungen keine irregulare Sensitivitat gegenuber
diesem Wirkstoff zeigte. Da IBD-Patienten grundsatzlich ein erhéhtes Risiko fur diese
KRK-Entitat aufweisen, ist es schwer zu differenzieren inwiefern eine AzaT-Therapie
an dessen Entstehung beteiligt ist. In dieser Patientengruppe kann eine
Thiopurintherapie auch vor der Entstehung des Kolitis-assoziierten-Karzinoms
schitzen (Chapman und Rubin, 2014). Generell ist, abseits der IBD-Behandlung, die
Kombinationstherapie AzaT/Cylcosporin A bei organtransplantierten Patienten mit
einem erhohten Risiko fur ein proximales Kolonkarzinom assoziiert (Safaeian et al.,
2016). Unabhangig von weiteren, tumorférdernden Mechanismen werden durch AzaT
letztendlich CTL gehemmt (Pat Bucy, 1988). Dies kbénnte selbst bei einer

erfolgreichen Induktion der HERV-H den mdglichen Co-Kulturansatz beeintrachtigen.

Daruber hinaus bestehen aber auch direkt auf der Toxizitat von AzaT basierende
Therapieansatze. Neben dem etablierten Einsatz bei der kindlichen akuten
lymphatischen Leukamie ist eine Behandlung solider Tumoren (z.B. Mesotheliom,
Pankreaskarzinom), die eine Deletion der Methylthioadenosinphosphorylase

vorweisen, denkbar. Dieser Enzymverlust erhéht die Sensitivitat gegenuber 6-TG. Die
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parallele Gabe des natirlichen Enzymsubstrates Methylthioadenosin erlaubt die
Tumorzellselektion mit der Protektion gesunder Zellen und dem Erreichen
ubersteigerter Zielkonzentrationen in den entarteten Zellen. So konnte beispielsweise
in Tumormodellen des neuroendokrinen Prostatakarzinoms eine Wachstumsinhibition
erreicht werden (Munshi et al., 2014). Da AzaT nicht in der Lage war HERV-H zu
induzieren ist der Einsatz dieses Medikaments in einem CTL-basierten Immunoassay
nicht weiter zu verfolgen. Durch die 0.g. moéglichen tumorférdernden Effekte von AzaT
stellt sich aullerdem dessen klinischer Einsatz in der Behandlung des KRK, trotz

Anséatzen bei anderen soliden Tumoren, als aktuell unwahrscheinlich dar.

4.4.2 Azacitidin

Nachdem lange Zeit vor allem die Reaktivierung von hypermethylierten TSG als
Hauptwirkmechanismus der DNMTI angenommen wurde (siehe Kapitel 1.4.3.2),
besteht der aktuelle Fokus auf der, teilweise mit einer Reaktivierung von ERV
verbundenen, Immunmodulation. Diesen neuartigen Effekten widmen sich neben
Chiappinelli und Kollegen auch weitere Gruppen. So wird noch einmal in
KRK-Zelllinien die Bedeutung der Induktion retroviraler doppelstrangiger RNA mit
finaler IFN-Antwort, sowie die Rolle des vorherigen Reaktionsweges (bestehend aus
den mitochondrialen antiviralen Signalproteinen MDAS und IRF7) betont. AuRerdem
|6st Decitabin besonders in den sog. tumorinitiierenden Zellen des KRK eine effektive
Immunantwort aus. Diese teilweise Stammzelleigenschaften-besitzende Subgruppe
der Tumorzellen scheint die Entstehung maligner Neoplasien hervorzurufen, gilt als
besonders resistent gegenlber klassischen Chemotherapeutika und ist daher ein

wichtiges Ziel bei der Entwicklung neuer Tumorbehandlungen (Roulois et al., 2015).

In dieser Arbeit gelang die erfolgreiche Hochregulation von HERV-H Loci in
KRK-Zelllinien durch eine AzaC-Therapie. Diese Induktion gilt als wichtige Grundlage
fur die Entstehung eines viralen Mimikrys bzw. die Etablierung der HERV-H als TSA
mit entsprechender CTL-Antwort. Durch einige Anpassungen der AzaC-Therapie

wére hdchstwahrscheinlich eine gesteigerte Uberexpression der HERV-H méglich:

Vor allem scheint eine eher geringe AzaC-Konzentration (c = 0,3 yM) fir eine
maximale Demethylierung in Zelllinien der akuten myeloischen Leukamie zu sorgen
(Hollenbach et al., 2010). Dies ware eine mogliche Erklarung dafir, dass die
signifikante X00041_h_gag Induktion in den untersuchten KRK-Zelllinien nur durch
die Behandlung mit der reduzierten, zweithdchsten Konzentration (c = 1/3 1Cs)
erfolgte. Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten sehr hohen ICso-Werte
(3,95 yM — 39,20 uM) kénnen offenbar die X00041_h_gag Expression nur

eingeschrankt steigern. Darlber hinaus werden Gene des IFN-Reaktionsweges
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(z.B. IFN-B1, IRF7) und retroviralen Ursprungs nur zeitlich verzégert hochreguliert.
Die Induktion ebendieser erfolgt vor allem am siebten Tag, nach einer dreitdgigen
Behandlung und sich anschlieRender viertagiger Pause (Chiappinelli et al., 2017).
Des Weiteren wurde anhand der LINE-1 gezeigt, dass KRK-Zelllinien mit geringer
Expression repetitiver Elemente sensitiver gegeniber einer Therapie mit AzaC sind
(Desai et al., 2017). Obwohl sich diese Hinweise fur HERV-H aktuell nicht bestatigen
lieRen, sollte dieser Aspekt bei der Zelllinienauswahl fir zuklinftige Analysen

beachtet werden.

Allein durch die o.g. immunmodulatorischen Effekte der DNMTI lasst sich ein
Synergismus mit bereits etablierten Immuntherapeutika vermuten. Tatsachlich
reagierten in einem Mausmodell Melanomzellen nach vorheriger AzaC-Behandlung
sensitiver auf eine anti-CTLA-4 Therapie (Chiappinelli et al., 2017). So untersucht
beispielweise eine aktuelle Phase-Il Studie (NCT022604408 [www.clinicaltrials.gov])
die Kombination AzaC + Pembrolizumab in der Therapie des
Chemotherapie-refraktdren und metastasierten KRK am Patienten. Auch fir die
Behandlung des aktuell schlecht immuntherapeutisch beherrschbaren MSS-KRK gibt
es diverse Studien, die beispielsweise die Kombination Epacadostat (IDO-1 Inhibitor)
+ Pembrolizumab + AzaC (NCT02959437 [www.clinicaltrials.gov]) testen. Der Einsatz
von DNMTI kann jedoch auch die Expression von Immuncheckpointmolekilen
(PD-1, PDL-1, CTLA-4) via Promotordemethylierung induzieren (Yang et al., 2014).
Besonders die Hochregulation von PD-1 in den T-Zellen des Myelodysplastischen
Syndroms ist eigentlich mit einem schlechteren Therapieansprechen gegenuber den
DNMTI, sowie einem reduzierten Gesamtlberleben assoziiert (Jrskov et al., 2015). In
der Medikamentenkombination scheint bei der Therapie des KRK jedoch der
Schlissel zum Erfolg zu liegen. So sensitivieren die DNMTI zum einen die
Tumorzellen fur eine folgende ICI-Therapie und diese wiederum verhindert eine,
durch die Induktion der escape-Mechanismen hervorgerufene, Resistenz gegenuber
den demethylierenden Therapeutika. Eine hohe Expression der Proteine des viralen
Mimikrys, z.B. durch AzaC ausgel6st, zeigt nicht nur das o.g. gesteigerte Ansprechen
auf eine anti-CTLA-4 Therapie, sondern ist auch mit einer besseren Prognose
assoziiert (Chiappinelli et al., 2017). Zwei weitere Mdglichkeiten, mit denen die
Induktion der HERV und die antivirale Immunantwort gesteigert werden konnten, sind
die Kombination der DNMTI mit Vitamin C (Liu et al., 2016) oder dem
Histon-Lysin-Methyltransferaseinhibitor GOA (Liu et al., 2018).
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Bei einem DNMTI-induzierten killassay kénnte AzaC nicht nur die noétige Expression
der HERV-H steigern, sondern auch uUber verschiedene Wege die Interaktion mit CTL

fordern:

Hierfur ist zum einen die Ausbildung von MHC-I, die in rund 14 % der KRK nicht
stattfindet, essenziell. Durch eine Behandlung mit Decitabin kann in Melanomzellen
diese Expression wiederhergestellt und somit eine spezifische CTL-Reaktion
gegenuber ausgewahlten MAGE-Peptiden herbeigefihrt werden (Serrano et al.,
2001). Als Bestandteile des spater definierten Sets der AzaC-induzierten Immungene
werden HLA-A, HLA-B, HLA-C auch in KRK-Zelllinien durch eine AzaC-Therapie
hochreguliert (Li et al., 2014). Des Weiteren kann durch eine DNA-Hypomethylierung
die Expression von Chemokinen gesteigert werden, die als Liganden des
CXC-Motiv-Chemokinrezeptors 3 wirken und somit u.a. die Infiltration durch CD8"
T-Lymphozyten steigern kénnen (Groom und Luster, 2011; Peng et al.,, 2015).
Zusammenfassend sind demethylierende  Wirkstoffe  durch ihre  starke
Immunogenitatssteigerung von Tumorzellen, die Aktivierung spezifischer CTL und
eine Sensitivierung gegenuber ICIl vielversprechende Kandidaten fir zuklnftige
Behandlungsstrategien solider Tumoren. Hoffnungstrager sind hierfur auch neue
Vertreter der DNMTI, wie beispielsweise RRx-001, mit einem offenbar verbesserten

Nebenwirkungsprofil (Zhao et al., 2017).

4.4.3 Valproinsaure

Es lohnt sich auf der Suche nach neuen Ansatzen auch das eng umgrenzte Feld der
Tumortherapie zu verlassen. So konnten in Neuroblastomzelllinien durch
Valproinsaure (VPS) zwei verschiedene Gruppen der HERV (HERV-W, ERV9)
induziert werden. Auch lag bei Schizophreniepatienten mit VPS-Therapie postmortem
eine erhohte HERV-W Expression gegenuber der unbehandelten Vergleichsgruppe
vor. Als Ursache fur diese Hyperexpression wird VPS, neben der eigentlichen
antiepileptischen Wirkung auf lonenkanalbasis, eine Histon-Deacetylase-Inhibition mit
epigenetischem Chromatinremodelling zugeschrieben (Diem et al., 2012). Diese
epigenetische Dysregulation wird auch als Ursache fir die Entstehung der
Entwicklungsstérungen und Hirnschdden nach VPS-Anwendung in der
Schwangerschaft diskutiert. So konnte in Mausmodellen nach pranataler
VPS-Applikation eine Uberexpression von ERV (iber mehrere Generationen in

Hirn- und Blutzellen nachgewiesen werden (Tartaglione et al., 2019).
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4.5 HERV in Tumordiagnostik und -therapie

4.5.1 Ein neuer Biomarker maligner Neoplasien?

Es besteht zunehmend ein Trend zu individualisierten und tumorspezifischen
Behandlungsstrategien. Dieser setzt allerdings die Entdeckung neuer bzw. das
verbesserte Verstandnis bekannter molekularer Veranderungen und somit moglicher
immuntherapeutischer Zielstrukturen (wie z.B. TSA) voraus. HERV bewegen sich in
diesem Spannungsfeld zwischen ihren Eigenschaften als virale Strukturen, mit der
moglichen Induktion einer Immunantwort, und denen eines klassischen
regulatorischen humanen Gens. Somit beeinflussen sie, so vielfaltig wie kaum eine

andere Struktur, sowohl die Entstehung, als auch die Behandlung von Tumoren.

Biomarker sind Substanzen oder Prozesse, die ein erhdhtes Risiko fur eine
zukunftige Tumorerkrankung, eine bereits vorhandene maligne Neoplasie oder
Besonderheiten bei der Behandlung dieser anzeigen kénnen. Dabei konnten fur
HERV beim Mammakarzinom bereits Erfolge verzeichnet werden: So ist das HERV-K
env-Protein im Tumorgewebe uberexprimiert und geht mit einer verstarkten
Krankheitsprogression und schlechten Prognose einher (Zhao et al., 2011). Da
Patienten mit einem duktalen carcinoma in situ oder Mammakarzinom im Fruhstadium
im Serum vermehrt HERV-K (HML-2) mRNA bzw. AK gegen diese Genstrukturen
aufweisen, besteht hier das Potenzial fur einen diagnostischen Tumorbiomarker
(Wang-Johanning et al., 2014). Im Pankreaskarzinom wurden ebenso eine erhodhte
Expression von HERV-K im Tumorgewebe und vermehrt AK im Patientenserum
gegen Proteine der HERV-K (env, NP9) beobachtet. Durch ein Ausschalten von env
konnte die Tumorzellproliferation signifikant reduziert und somit der Beitrag dieses

Proteins zur Tumorgenese unterstrichen werden (Li et al., 2017).

Die Ubertragung dieser vielversprechenden Ansatze auf die HERV-H ist ein wichtiger
Bestandteil der heutigen Forschung. So konnte aktuell fir env der HERV-H,
zusammen mit anderen Familien menschlicher Retroviren, eine erhodhte
MmRNA-Expression in Blutanalysen von Lungenkarzinompatienten beobachtet werden
(Zare et al., 2018). Fur das KRK wurden in den letzten Jahren, als Alternative zu den
etablierten immunochemischen Verfahren, diverse besonders sensitive Stuhltests auf
DNA-Basis entwickelt, woflir auch HERV relevante Kandidaten sind (Imperiale et al.,
2014). Deren mdgliche Bedeutung fur diese Form der KRK-Frihdiagnose wird durch
die starke Assoziation mit dem Lymphknoten-Metastasierungslevel betont. Aulerdem
postulierten die Autoren bei der Verwendung der vier meist exprimierten HERV-H

Primer eine Sensitivitat von 67 %, sowie eine Spezifitat von 97 % (Pérot et al., 2015).
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4.5.2 HERV als Neoantigene fur CTL-Antworten?

Der erste Nachweis dafur, dass HERV-Peptide in Tumorzellen eine CTL-Antwort
auslésen konnen, erfolgte in Melanomzellen. Bei dem zugehdrigen Antigen handelt
es sich um das Transkript eines streng begrenzten ORF (env) des Uberexprimierten
MEL-Gens der HERV-K (Schiavetti et al., 2002). Spater wurde gezeigt, dass auch in
Zelllinien des Mamma- und Ovarialkarzinoms spezifische Proteine (env) der HERV-K
eine Immunantwort durch CTL auslésen (Rycaj et al., 2015; Wang-Johanning et al.,
2008). Aulerdem kdnnen im klarzelligen Nierenkarzinom tUberexprimierte Transkripte
(CT-RCC-8; CT-RCC-9; CT-RCC-env) der spezifischen HERV-Familie CT-RCC
HERV-E ebenso CTL aktivieren (Cherkasova et al., 2016).

In KRK-Zelllinien wurde diese Immunantwort fir HERV-H mittels Epitopen des ORF
auf dem Xp22.3 Chromosom (= X00041_h_gag) bestatigt. Das tumorsupprimierende
Potenzial des entsprechenden killassays wurde in geeigneten KRK-Zelllinien
(HLA-A2.1*; ORF Xp22.3") durch eine 40 %ige Lyse aufgezeigt (Mullins und
Linnebacher, 2012b). In dem jetzt durchgefihrten Immunoscreen wurden aus der
erweiterten Tumorbank die Zelllinien HROC18 und HROC309 aufgrund ihrer MHC-I
und HLA-A2.1 Tragerschaft als geeignete Vertreter fur ein CTL-basiertes
Immunoassay identifiziert. Wahrend diese Eigenschaften fur HROC309 erstmals
beschrieben wurden, stellen sie fir HROC18 eine Bestatigung bereits durchgefihrter
Analysen dar (Maletzki et al., 2015). Durch die gleichmaRige AzaC-induzierte
Hochregulation von X00041_h_gag ist die Zelllinie HROC309 trotz niedriger basaler
Expression ein interessanter Kandidat fir die Co-Kultur mit CTL. Auch wenn fir
HROC18 keine eindeutige Induktion erfolgte, ist durch die starke basale Ausbildung
von X00041_h_gag doch eine deutliche AzaC-unabhangige CTL-Antwort zu erwarten.

Die Definition von immunogenen und auf ERV basierenden Epitopen umfasst nicht
nur ein breites Spektrum an HERV-Familien, sondern auch Felder aullerhalb der
zahlreichen o.g. malignen Neoplasien. Ein aktuelles Beispiel sind diverse, zu env
zugehorige, Peptide (W, Q, T) der HERV-W. Diese sind moglicherweise an der
Entstehung neuropsychiatrischer Erkrankungen wie Multiple Sklerose oder
Schizophrenie beteiligt und kénnen ebenso zu einer CTL-Induktion fuhren (Tu et al.,
2017). Aulerdem liegen in HIV*-Zellen diverse HERV-Peptide induziert vor, die als
stabile Zielstrukturen CTL aktivieren und somit mdgliche Ansatzpunkte fur eine
HIV-Immuntherapie liefern (Garrison et al., 2007). Insgesamt bestatigen die vielen
verschiedenen Versuchsansatze das Potenzial diverser HERV-Familien in
verschiedenen Erkrankungsbildern — allen voran den malignen Neoplasien — eine

zuverlassige CTL-Zielstruktur darzustellen.
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4.5.3 Ausblick und aktuelle Literatur

Nicht nur in der Mikrobiologie, sondern auch in der Tumortherapie stehen
Resistenzentwicklungen im Fokus aktueller Forschung. Ausgerechnet auf die
vielversprechende targeted therapy des KRK, mittels EGFR-Blockade bzw.
BRAF-Inhibition, konnte jingst das Modell der adaptiven Mutation Ubertragen werden.
Wie auch Bakterien entwickeln kolorektale Tumorzellen unter Therapiedruck
voribergehend als escape-Mechanismen eine fehleranfallige DNA-Polymerase bzw.
MMR-Defekte und demnach eine erhdhte Mutationslast. Des Weiteren zeigte sich
eine Zunahme an MSI. Auch klinisch wurden diese Beobachtungen an KRK-Patienten
bestatigt, deren Tumoren unter Chemotherapie mittels FOLFOX (Folinsaure,
5-Fluoruracil, Oxaliplatin) und Panitumumab (anti-EGFR) eine MLH1- und
MSH2-Herabregulation aufwiesen. Die Autoren sehen dabei eine Unterdriickung
dieser adaptiven Mutationen zur Effizienzsteigerung der targeted therapy als primares
Ziel an (Russo et al., 2019).

Die potenzielle mutagene Entstehung neuer Zielstrukturen sollte aber auch als
immuntherapeutische Chance begriffen werden. Inwiefern hierbei die, auch mit MSI-H
assoziierten, HERV-H vielversprechende Kandidaten darstellen, bleibt aktuell eine
interessante Frage flr weitere Forschungsansatze. Als Hinweis hierfur gilt die in vitro
nach Etoposidtherapie beschriebene HERV-Uberexpression in chemotherapieresis-
tenten Zellen (Diaz-Carballo et al., 2015).

Dass HERV davon unabhangig schon jetzt zunehmend Bestandteil translationaler
Forschung sind, zeigt sich allein quantitativ in den jahrlichen HERV-Publikationen,
deren Anzahl sich unter primarer Fokussierung auf Tumorerkrankungen ausgehend
von ca. 20 (1990) zuletzt auf rund 120 (2017) steigerte. Noch bedeutender ist jedoch
der in einem aktuellen Review betonte qualitative Aspekt in Form des stetig
zunehmenden Verstandnisses der HERYV in ihrer Rolle als potenzielle Biomarker oder
immunogene Zielstrukturen. Gerade unter chirurgischen Gesichtspunkten betont der
Autor den Aufbau von Tumordatenbanken als Schlisselstelle fur weitere Analysen
(Grabski et al., 2019).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten anhand einer solchen Tumordatenbank
umfangreiche HERV-H in vitro Analysen an KRK-Zelllinien durchgefihrt werden.
Neben dem Screening der basalen RNA- und Proteinexpression und der
Identifizierung geeigneter immunogener Zelllinien gelang eine HERV-H Induktion auf
RNA-Ebene mittels AzaC-Therapie, sodass ein weiterer Baustein flr die Etablierung

der HERV in der Tumortherapie des KRK geliefert werden konnte.
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5 Zusammenfassung

Retroviren sind seit Millionen von Jahren als vermeintliche ,Parasiten” Bestandteil
des menschlichen Genoms und eine Uberexpression der HERV-H scheint entweder
Ursache oder Folge der KRK-Entstehung zu sein. Mit dem Screeningansatz auf
RNA-Ebene (n =7 fur HERV-H spezifische Primer) wurden n = 24 KRK-Zelllinien in
drei Expressionsgruppen (niedrig, mittel, hoch) klassifiziert. AnschlieRend erfolgte die
Proteinanalyse mittels n =5 HERV-H AK. Dabei zeigte der Expressionsvergleich
zwischen dem Referenz-AK (14H11G1) und dem Referenzlocus der RNA
(X00041_h_gag) keine eindeutige Korrelation. Als primare Ursache gilt die
ubersteigerte HERV-Proteinmarkierung in der niedrigen RNA-Expressionsgruppe,
bedingt durch die fehlende Locusspezifitat des AK. Diese Daten Uber den basalen
Gehalt an HERV-H in den Zelllinien des Patientenpools stellen eine wichtige Basis flr
weitere Projekte dar. Bei der Tumorbehandlung sind HERV-H potenzielle
Zielstrukturen einer Immuntherapie, woflr deren medikamentdse Induktion zentraler
Bestandteil dieser Arbeit war. Die Behandlung der n = 7 Zelllinien erfolgte mit je zwei
potenziell = demethylierenden = Medikamenten  (AzaT, AzaC) Uber drei
Therapiezeitraume (24; 72und 2 x72h) und zusatzlich zur Kontrolle mit drei
verschiedenen, von den ICs, abhangigen, Konzentrationen. Fir AzaT konnte keine
Induktion der HERV-H Loci verzeichnet werden. Demgegentber steht die insgesamt
signifikante Expressionssteigerung durch die AzaC-Therapie uUber 2 x 72 h. Diese
umfasst zwei Loci (X00041_h_gag, 500502_h_L3U3) fur die zweithéchste

Konzentration (1/3 1Cso) im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe.

Somit gelang in Zelllinien des KRK die erfolgreiche medikamentdse Induktion von, fur
HERV-H spezifischen, RNA-Loci. Neben dem Ausldsen des viralen Mimikrys steht die
Wirkstoffgruppe der DNMTI auch durch die Sensitivierung gegeniber ICI
(z.B. Pembrolizumab) im aktuellen Fokus der KRK-Therapie. Mittels einer Anpassung
des Versuchsaufbaus (geringere AzaC-Konzentrationen, behandlungsfreies Intervall)
ist eine Verstarkung der HERV-Hochregulation zu erwarten. Die immunologische
Relevanz dieser Induktion lieBe sich zuklnftig durch das bereits etablierte, fir
X00041_h_gag spezifische, killassay auf CTL-Basis Uuberprifen. Als mdgliche
Kandidaten (MHC-I"; HLA-A2.1") wurden hierfir HROC18 und HROC309 identifiziert.
Durch ihr immuntherapeutisches Potenzial (z.B. Therapie mittels CAR-T-Zellen,
Vakzinierungen) ist die erfolgreiche Expressionssteigerung der HERV in
KRK-Zelllinien eine wichtige Grundlage weiterer Analysen, mdglicherweise auch mit

in vivo Anséatzen.
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10.

Thesen

. Als Uberrest retroviraler Infektionen vor vielen Millionen Jahren spielen HERV

heute sowohl bei physiologischen  Funktionen (z.B. plazentéare
Synzytinverschmelzung), als auch bei der Entstehung von Autoimmun-

erkrankungen oder malignen Neoplasien eine Rolle.

Die gesteigerte Expression von Sequenzen der HERV-H Familie ist mit dem

Auftreten des KRK assoziiert.

Die Untersuchung der basalen HERV-H Expression auf RNA-Ebene mittels

in vitro Screening ist als Basis flr weitere Forschungsansatze wegweisend.

Durch ihre starke Expression mit geringer Standardabweichung eignen sich
14H11G1 (Antikérper) und X00041_h_gag (RNA-Primer) ideal als jeweilige

Referenzvertreter.

Anhand der HERV-H Expressionsmessung auf RNA-Ebene mittels n=7
spezifischen Primerpaaren konnen die untersuchten KRK-Zelllinien erstmals in

drei Expressionsgruppen (niedrig, mittel, hoch) eingeteilt werden.

Die HERV-H Protein-Expression korreliert nicht mit der HERV-H
RNA-Expression.

Die weiterhin hohe Mortalitdt des KRK betont die fortbestehende
Notwendigkeit der Entwicklung neuer (auch immuntherapeutischer)
Behandlungsstrategien fir diese Tumorentitat, wobei HERV mdogliche Ziel-

strukturen darstellen.

Mittels (medikamentéser) DNA-Hypomethylierung koénnen HERV-codierte

Sequenzen prinzipiell epigenetisch induziert werden.

Durch eine Azathioprintherapie lasst sich HERV-H nicht auf RNA-Ebene

induzieren.

Die Zelllinie auf Basis eines unter Azathioprintherapie entstandenen Tumors
(HROCG69) =zeigt keine veranderte Sensitivitdt gegenlber einer erneuten

Exposition.
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13.

Die Therapie mit dem DNMTI Azacitidin ist in der Lage die HERV-H
Expression auf RNA-Ebene zu steigern. In der Zusammenfassung aller n =7
behandelten Zelllinien lasst sich eine signifikante Induktion bei n =2 Loci
(X00041_h_gag, 500502_h_L3U3) nach einer Therapie tUber 2 x 72 h mit einer

Konzentration von 1/3 1C5, belegen.

.Kurze Behandlungsintervalle Uber 24 oder 72 h mittels Azacitidin verursachen

keine HERV-H Induktion.

Der Nachweis von membranstandig exprimierten MHC-I und HLA-A2.1
identifiziert HROC18 wund HROC309 als mogliche Kandidaten fir
weiterfihrende immunologische in vitro Analysen, wie bspw. ein auf CTL

basierendes killassay.
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A Anhang

A.1 Material & Methoden

Tabelle A.1: Zelllinien-spezifische Anzahl ausgeséter Zellen pro Kavitét (96-Well-Platte).

Zelllinie Zellanzahl pro Kavitat
(96-Well-Platte)

HROC18 15.000
HROC40 10.000
HROC46 TO M1 10.000
HROC50 T1 M5 5.000

HROC69 15.000
HROC87 TO M2 15.000
HROC147 TO M1 10.000
HROC278 TO M1 8.000

HROC278Met T2 M2 10.000
HROC285 T0O M2 2.000

HROC296 15.000
HROC309 10.000
HROC313Met1 TO M2 10.000
HROC324 5.000

HROC364 20.000
HROBMCO1 5.000
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A.2 Ergebnisse

A.2.1 HERV-H Screening

Tabelle A.2: RE (gemittelt) der n =7 HERV-H spezifischen Loci aller n = 26 Zelllinien im

Rahmen der Screeninguntersuchung. Messung an den initialen,

bereitgestellten, Passagen der jeweiligen Zelllinien.

durch die AG MO/

Zelllinie X00041_ | 2000045 | 2000045 | 500502_ | 1300360 | 1300360 | 1400035
h_gag _h_gag _h_pol h_L3U2 | _h_gag _h_env _h_gag
HROC18 P38 8,60 0,14 0,00 0,13 0,00 0,00 0,00
HROC24 P33 0,07 0,13 0,00 0,16 0,14 0,00 0,00
HROC24 T1 M1 P30 0,03 0,11 0,00 0,11 0,00 0,00 0,09
HROC40 P12 0,75 0,03 0,00 0,12 0,06 0,00 0,00
HROC43 P39 0,29 0,29 0,00 0,60 0,24 0,00 0,00
HROC46 TO M1 P23 4,30 0,24 0,17 2,39 0,00 0,94 0,00
HROC50 T1 M5 P13 0,03 0,18 0,05 0,06 0,16 0,00 0,00
HROC59 T1 M1 P25 0,11 0,00 0,00 0,99 0,00 0,00 0,00
HROCG69 P28 1,03 0,09 0,00 0,83 0,00 0,00 0,00
HROC69 TO M2 P32 0,71 0,02 0,18 1,04 0,00 2,81 0,00
HROC87 TO M2 P25 9,06 0,09 0,42 0,98 1,15 4,26 0,36
HROC131 TO M3 P31 2,20 0,18 0,00 0,82 0,00 0,00 0,00
HROC147 TO M1 P10 1,26 0,40 0,00 8,75 0,27 0,00 0,65
HROC147Met P13 4,72 0,63 1,20 1,31 0,09 0,00 0,08
HROC173 P15 0,53 0,45 0,11 0,21 0,11 1,02 0,13
HROC239 TO M1 P8 41,86 1,29 0,00 1,73 0,00 0,00 0,00
HROC257 TO M1 P6 13,24 0,65 7,12 1,57 0,00 0,00 0,06
HROC278 TO M1 P21 0,14 0,02 0,04 0,03 0,04 0,00 0,03
HROC278Met T2 M2 P22 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HROC285 TO M2 P13 0,57 0,23 0,48 0,74 0,29 3,05 0,22
HROC296 P16 0,01 0,03 0,00 0,04 0,03 0,00 0,04
HROC309 P9 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HROC313Met1 TO M2 P13 2,25 0,04 0,37 0,36 0,06 0,00 0,07
HROC324 P24 0,51 0,28 0,92 0,48 0,00 0,38 0,00
HROC364 P20 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01
HROBMCO01 P37 0,06 0,12 0,13 0,19 0,05 0,46 0,03
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Tabelle A.3: Ermittelte Schmelztemperaturen der n = 7 HERV-H spezifischen Primer fiir die

qRT-PCR.

HERV-H Primer

Schmelztemperatur in °C (gerundet)

X00041_h_gag 84,0
2000045_h_gag 85,5
2000045_h_pol 83,5
500502_h_L3U2 83,0
1300360_h_gag 86,0
1300360_h_env 80,0
1400035_h_gag 84,5

Tabelle A.4: Durchflusszytometrische Untersuchung der HERV-H Proteinexpression mitn = 6
Farbeansétzen, bestehend aus n = 4 anti-gag AK (1B3H7, 1D7D11, 2H2D6, 14H11G1), sowie
der 1. Negativkontrolle (kein primérer AK, nur Puffer P) und der 2. Negativkontrolle (anti-His
2G2B3). Darstellung der passagespezifischen Rohdaten des prozentualen Anteils der
markierten Zellen.

Zelllinie Puffer P 2G2B3 1B3H7 1D7D11 2H2D6 14H11G1
HROC18 P17 0,70 13,83 51,65 58,70 53,60 81,49
HROC18 P18 0,87 1,37 14,36 5,30 14,31 37,46
HROC18 P19 1,39 2,05 18,56 10,35 14,24 56,73
HROC309 P25 0,82 12,43 3,59 10,49 64,10
HROC309 P28 1,06 0,19 11,70 12,81 2,86 35,70
HROC309 P28 1,10 3,65 53,90 58,18 58,91 68,64
HROC309 P29 1,05 0,95 26,97 22,57 21,46 44,29
HROC40 P32 0,83 1,40 3,45 21,69 9,81 29,54
HROC40 P33 0,55 10,95 2,41 2,87 26,55
HROC285 TO M2 P35 1,05 1,89 8,55 4,44 6,94 28,13
HROC285 TO M2 P34 1,06 2,30 22,30 29,44 16,21 52,74
HROC285 TO M2 P36 0,98 1,58 20,70 27,09 14,68 40,67
HROCG69 P38 1,02 0,67 5,86 5,20 10,44 27,89
HROCG69 P39 1,14 2,06 10,90 7,81 33,94 41,34
HROC69 P39 1,02 0,49 9,05 8,90 15,09 28,20
HROC278Met T2 M2 P35 1,11 5,94 35,34 38,49 23,33 86,95
HROC278Met T2 M2 P35 1,12 7,12 17,06 68,40 29,58 81,17
HROC364 P28 1,10 3,69 49,07 45,72 52,16 52,95
HROC364 P27 1,12 2,48 18,52 18,34 21,41 35,06
HROC364 P17 1,10 2,96 33,81 21,91 35,51 44,52
HROC46 TO M1 P34 0,99 5,43 45,64 39,85 45,88 67,73
HROC46 TO M1 P39 1,07 0,15 5,44 17,39 4,79 51,29
HROC46 TO M1 P40 1,11 1,16 18,71 16,41 17,08 49,35
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Zelllinie Puffer P 2G2B3 1B3H7 1D7D11 2H2D6 14H11G1
HROC313Met1 TO M2 P22 | 1,05 0,59 40,70 33,92 45,45 59,55
HROC313Met1 TO M2 P23 | 1,12 1,59 23,62 23,69 48,26 55,04
HROC147 TO M1 P22 0,90 9,17 49,47 63,77 69,08 73,86
HROC147 T0 M1 P23 1,12 1,47 45,53 50,23 38,04 60,81
HROC50 T1 M5 P42 1,06 3,20 20,94 22,01 17,38 42,55
HROC50 T1 M5 P44 1,10 7,46 8,72 6,46 36,71
HROC87 TO M2 P32 1.00 2,98 24,37 24,30 14,15 52,47
HROC87 T0 M2 P33 1,09 1,65 19,57 19,93 9,91 47,36
HROC324 P24 1,04 1,82 15,84 9,77 13,73 54,75
HROC324 P28 1,13 0,45 1,87 1,59 1,89 44,31
HROC278 TO M1 P26 1,08 0,07 1,05 0,63 0,64 11,95
HROC278 TO M1 P32 1,11 0,56 2,76 7,16 8,07 34,94
HROC278 TO M1 P37 1,04 0,30 2,37 3,77 3,78 14,87
HROC278 TO M1 P38 1,09 0,48 7,00 9,22 6,47 29,50
HROBMCO1 P31 1,19 1,53 20,53 20,01 14,91 37,93
HROBMCO01 P33 1,11 4,50 33,13 32,92 22,99 39,37
HROC296 P14 1,12 2,94 14,78 16,92 3,27 18,89
HROC296 P16 1,09 0,41 1,59 1,54 0,38 21,98
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A.2.2 Finale Azathioprinbehandlung

Tabelle A.5: RE der HERV-H in den n = 7 final ausgewéhlten Zelllinien nach den jeweiligen
finalen AzaT-Behandlungsansétzen und -dauern (siehe linke Spalte).

Reihenfolge der n = 7 HERV-H Primer:

1 =X00041_h_gag; 2 =2000045_h_gag; 3 =2000045_h_pol; 4 =500502_h_L3U3;
5 =1300360_h_gag; 6 = 1300360_h_env; 7 = 1400035_h_gag.

Therapieansatz 1 2 3 4 5 6 7
HROC309
24 h-K 0,012 0,033 0,000 0,046 0,000 0,000 0,720
24 h - ICso 0,005 0,010 0,000 0,024 0,000 0,000 0,267
24 h - 1/10 ICso 0,003 0,024 0,000 0,031 0,000 0,000 0,424
24h-2uM 0,007 0,047 0,000 0,060 0,000 0,000 0,858
72h-K 0,006 0,042 0,000 0,038 0,000 0,000 0,752
72 h - ICs 0,007 0,012 0,000 0,051 0,000 0,000 0,215
72 h 1/10 ICso 0,005 0,015 0,000 0,025 0,000 0,000 0,358
72h-2uM 0,006 0,043 0,000 0,045 0,000 0,000 0,856
2x72h-K 0,003 0,024 0,000 0,028 0,000 0,000 0,574
2x72h-1Cs 0,014 0,009 0,000 0,015 0,000 0,000 0,285
2x72h-1/10 I1Cs 0,003 0,019 0,000 0,017 0,000 0,000 0,408
2x72h-2uM 0,002 0,016 0,000 0,018 0,000 0,000 0,329

HROC278Met T2 M2

24 h-K 0,008 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
24 h - 1Csp 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
24 h - 1/10 1Cs 0,005 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
24 h-2uM 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
72h-K 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
72 h - 1Cs 0,048 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
72 h - 1/10 I1Cs 0,005 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
72h-2uM 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2x72h-K 0,005 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2x72h-1Cs 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2x72h-1/10 ICsp 0,005 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2x72h-2uM 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

HROC50 T1 M5

24 h-K 1,032 0,170 0,000 7,445 0,000 0,000 1,793
24 h - ICs 0,479 0,099 0,000 3,542 0,000 0,000 0,635
24 h - 1/10 ICs 0,076 0,084 0,000 1,266 0,000 0,000 0,237
24 h-2uM 0,041 0,062 0,000 0,610 0,000 0,144 0,089
72h-K 0,052 0,058 0,000 0,779 0,000 0,226 0,099

72 h - I1Cs 0,137 0,053 0,000 1,688 0,000 0,386 0,177
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Therapieansatz 1 2 3 4 5 6 7
72 h - 1/10 ICso 0,451 0,021 0,000 1,223 0,000 0,437 0,147
72h-2uM 0,096 0,104 0,000 1,947 0,000 0,619 0,248
2x72h-K 0,061 0,073 0,000 0,950 0,000 0,274 0,102
2x72h-1Cs 1,296 0,000 0,000 12,161 0,000 0,000 1,012
2x72h-1/10 ICs 0,199 0,125 0,000 3,008 0,000 0,000 0,360
2x72h-2uM 0,608 0,107 0,000 2,855 0,000 0,000 0,354
HROC324
24 h-K 0,573 0,410 0,012 0,486 0,012 0,000 0,073
24 h - ICso 0,407 0,558 0,027 0,402 0,009 0,106 0,067
24 h - 1/10 ICso 0,549 0,424 0,037 0,422 0,013 0,078 0,064
24 h-2uM 0,398 0,743 0,040 0,408 0,013 0,139 0,063
72h-K 0,653 0,550 0,020 0,574 0,015 0,257 0,094
72 h - ICs 1,034 0,564 0,050 0,545 0,015 0,110 0,087
72 h - 1/10 ICso 0,788 0,737 0,039 0,755 0,018 0,174 0,115
72h-2uM 0,854 1,179 0,051 1,077 0,030 0,374 0,161
2x72h-K 0,435 0,308 0,065 0,678 0,020 0,321 0,082
2x72h-1Cs 1,000 0,434 0,043 0,705 0,015 0,326 0,109
2x72h-1/10 ICs 0,609 0,310 0,058 0,516 0,018 0,181 0,077
2x72h-2uM 0,884 0,281 0,086 0,759 0,005 0,143 0,117
HROC69
24 h-K 0,722 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017
24 h - ICsp 0,717 0,000 0,000 0,004 0,000 0,439 0,013
24 h - 1/10 ICso 0,335 0,000 0,000 0,015 0,000 0,281 0,013
24h-2uM 0,421 0,000 0,000 0,006 0,000 0,328 0,011
72 h-K 0,338 0,000 0,000 0,007 0,000 0,336 0,012
72 h - 1Cs 0,762 0,000 0,000 0,013 0,000 0,258 0,044
72 h - 1/10 ICso 0,665 0,000 0,000 0,007 0,000 0,709 0,020
72h-2puM 0,904 0,000 0,000 0,050 0,000 1,004 0,029
2x72h-K 0,671 0,000 0,000 0,069 0,000 0,366 0,017
2x72h-1Cs 0,809 0,000 0,000 0,035 0,000 0,599 0,028
2x72h-1/10 1Cs 0,772 0,000 0,000 0,009 0,000 0,607 0,034
2x72h-2uM 0,464 0,000 0,000 0,027 0,000 0,177 0,033
HROC18
24h-K 2,203 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
24 h - ICsg 1,604 0,000 0,000 0,004 0,000 0,000 0,000
24 h - 1/10 ICso 1,582 0,000 0,000 0,005 0,000 0,000 0,000
24 h-2uM 1,941 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
72h-K 1,244 0,001 0,000 0,002 0,000 0,193 0,000
72 h - ICsp 4,882 0,000 0,000 0,015 0,000 0,744 0,000
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Therapieansatz 1 2 3 4 5 6 7
72 h - 1/10 ICso 1,252 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
72h-2uM 1,089 0,000 0,000 0,002 0,000 0,000 0,000
2x72h-K 1,415 0,002 0,000 0,008 0,000 0,151 0,000
2x72h-1Cs 2,114 0,001 0,000 0,000 0,000 0,155 0,000
2x72h-1/10 ICs 0,796 0,001 0,000 0,004 0,000 0,000 0,000
2x72h-2uM 0,767 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

HROC87 T0 M2
24 h-K 1,824 0,041 0,000 1,135 0,000 0,192 0,153
24 h - ICso 3,432 0,051 0,000 0,611 0,000 0,109 0,084
24 h - 1/10 I1Cs 1,482 0,058 0,000 0,685 0,000 0,152 0,098
24 h-2uM 1,282 0,037 0,000 0,571 0,000 0,148 0,091
72h-K 2,546 0,067 0,007 0,899 0,000 0,190 0,164
72 h - ICs 2,254 0,013 0,007 0,541 0,000 0,124 0,135
72 h-1/10 I1Cs 1,188 0,043 0,000 1,081 0,000 0,165 0,105
72h-2uM 1,980 0,070 0,010 1,141 0,000 0,198 0,179
2x72h-K 1,710 0,085 0,017 1,118 0,000 0,217 0,167
2x72h-1Cs 1,646 0,024 0,000 0,529 0,000 0,103 0,079
2x72h-1/10 I1Cs 1,125 0,036 0,010 0,844 0,000 0,153 0,095
2x72h-2uM 1,424 0,027 0,020 1,083 0,000 0,182 0,107
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A.2.3 Finale Azacitidinbehandlung

Tabelle A.6: RE der HERV-H in den n = 7 final ausgewéhlten Zelllinien nach den jeweiligen
finalen AzaC-Behandlungsansétzen und -dauern (siehe linke Spalte).
Reihenfolge der n = 7 HERV-H Primer:

1 =X00041_h_gag; 2 =2000045_h_gag; 3 =2000045_h_pol;
5 =1300360_h_gag; 6 = 1300360_h_env; 7 = 1400035_h_gag.

4 = 500502_h_L3U3;

Therapieansatz 1 2 3 4 5 6 7
HROC309
24 h-K 0,003 0,010 0,007 0,003 0,000 0,000 0,089
24 h - ICso 0,003 0,005 0,000 0,004 0,000 0,000 0,058
24 h - 1/3 ICso 0,006 0,006 0,000 0,004 0,000 0,000 0,053
24 h - 1/10 I1Cs 0,007 0,008 0,000 0,004 0,000 0,000 0,070
72h-K 0,004 0,013 0,000 0,005 0,000 0,000 0,103
72 h - ICs 0,007 0,007 0,006 0,006 0,004 0,000 0,061
72 h-1/3 1Cs 0,009 0,008 0,000 0,006 0,000 0,000 0,081
72 h - 1/10 ICso 0,009 0,014 0,000 0,008 0,000 0,000 0,113
2x72h-K 0,002 0,011 0,007 0,003 0,000 0,000 0,094
2x72h-1Cs 0,021 0,007 0,004 0,007 0,004 0,000 0,041
2x72h-1/31Cs 0,025 0,016 0,021 0,016 0,008 0,000 0,108
2x72h-1/10 1Cs 0,019 0,014 0,014 0,010 0,000 0,000 0,103
HROC278Met T2 M2
24 h-K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
24 h - ICsp 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
24 h - 1/3 ICsp 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,002
24 h - 1/10 ICso 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000
72 h-K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
72 h - 1Cs 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,001
72 h-1/3 1Cs 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,000 0,002
72 h - 1/10 ICs 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000
2x72h-K 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000
2x72h-1Cs 0,010 0,000 0,000 0,002 0,000 0,000 0,000
2x72h-1/31Cs 0,005 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000
2x72h-1/10 1Cs 0,002 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000
HROC50 T1 M5

24h-K 0,016 0,046 0,000 0,095 0,021 0,000 0,019
24 h - ICsg 0,019 0,085 0,000 0,105 0,018 0,072 0,013
24 h - 1/3 ICso 0,020 0,136 0,031 0,137 0,033 0,160 0,032
24 h - 1/10 ICso 0,015 0,063 0,008 0,215 0,010 0,148 0,032
72h-K 0,016 0,078 0,009 0,253 0,014 0,080 0,025
72 h - ICsp 0,136 0,073 0,024 0,168 0,015 0,061 0,030
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Therapieansatz 1 2 3 4 5 6 7
72 h-1/3 1Cs 0,111 0,097 0,000 0,225 0,018 0,091 0,027
72 h - 1/10 ICs 0,067 0,096 0,000 0,410 0,026 0,160 0,040
2x72h-K 0,017 0,168 0,055 0,148 0,037 0,201 0,044
2x72h-1Cs 0,865 0,092 0,000 0,144 0,044 0,169 0,075
2x72h-1/31Cs 0,471 0,097 0,019 0,614 0,026 0,123 0,056
2x72h-1/10 ICs 0,217 0,096 0,016 0,455 0,049 0,169 0,049

HROC324
24 h-K 0,255 0,209 0,000 0,444 0,000 0,134 0,053
24 h - ICso 0,192 0,107 0,000 0,228 0,000 0,073 0,048
24 h - 1/3 ICso 0,208 0,134 0,000 0,364 0,002 0,123 0,052
24 h - 1/10 I1Cs 0,160 0,132 0,000 0,220 0,001 0,065 0,033
72h-K 0,191 0,298 0,000 0,278 0,000 0,103 0,070
72 h - ICs 0,346 0,159 0,000 0,378 0,000 0,174 0,062
72 h-1/3 1Cs 0,273 0,184 0,000 0,386 0,000 0,101 0,058
72 h-1/10 I1Cs 0,460 0,466 0,000 0,825 0,000 0,357 0,148
2x72h-K 0,293 0,388 0,000 0,518 0,000 0,229 0,110
2x72h-1Cs 1,107 0,140 0,000 0,968 0,000 0,147 0,082
2x72h-1/31Cs 0,816 0,323 0,000 0,807 0,000 0,193 0,116
2x72h-1/10 1Cs 0,300 0,233 0,000 0,367 0,000 0,137 0,068

HROC69
24 h-K 0,440 0,010 0,001 0,283 0,000 0,200 0,024
24 h - ICsp 0,323 0,005 0,000 0,258 0,000 0,139 0,013
24 h - 1/3 ICsp 0,430 0,010 0,001 0,223 0,000 0,183 0,019
24 h - 1/10 ICso 0,418 0,014 0,000 0,331 0,000 0,348 0,022
72 h-K 0,695 0,017 0,000 0,441 0,000 0,342 0,025
72 h-1Cs 0,688 0,014 0,002 0,525 0,000 0,516 0,034
72 h-1/3 1Cs 0,680 0,014 0,000 0,455 0,000 0,289 0,028
72 h - 1/10 ICs 0,651 0,013 0,000 0,550 0,000 0,245 0,024
2x72h-K 0,692 0,018 0,002 0,571 0,000 0,626 0,032
2x72h-1Cs 0,467 0,015 0,000 0,390 0,000 0,284 0,018
2x72h-1/31Cs 1,443 0,031 0,004 0,708 0,000 0,646 0,060
2x72h-1/10 1Cs 1,020 0,021 0,004 0,549 0,000 0,625 0,037

HROC18
24h-K 1,724 0,007 0,000 0,021 0,004 0,016 0,006
24 h - ICsg 0,926 0,007 0,000 0,022 0,002 0,027 0,004
24 h - 1/3 1Cso 0,833 0,009 0,000 0,040 0,004 0,037 0,004
24 h - 1/10 ICs 1,223 0,014 0,000 0,083 0,002 0,064 0,006
72h-K 1,215 0,013 0,000 0,083 0,006 0,054 0,005
72 h - ICsp 1,156 0,015 0,000 0,088 0,006 0,047 0,005
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72 h-1/3 1Cs 1,252 0,014 0,000 0,102 0,000 0,052 0,006
72 h - 1/10 ICs 1,426 0,022 0,006 0,089 0,003 0,099 0,008
2x72h-K 2,098 0,032 0,004 0,093 0,004 0,158 0,009
2x72h-1Cs 2,638 0,038 0,002 0,101 0,008 0,267 0,010
2x72h-1/31Cs 2,055 0,035 0,003 0,131 0,007 0,176 0,010
2x72h-1/10 ICs 1,907 0,030 0,000 0,094 0,004 0,145 0,009
HROC87 T0 M2
24 h-K 5,306 0,118 0,004 0,230 0,066 0,126 0,061
24 h - ICso 3,267 0,119 0,027 0,283 0,070 0,280 0,040
24 h - 1/3 1Cs 2,062 0,099 0,023 0,280 0,056 0,115 0,038
24 h - 1/10 I1Cs 2,845 0,131 0,015 0,219 0,050 0,129 0,059
72h-K 2,700 0,203 0,034 0,259 0,054 0,134 0,050
72 h - ICs 3,195 0,128 0,010 0,274 0,036 0,096 0,051
72 h-1/3 1Cs 6,053 0,216 0,048 0,300 0,067 0,217 0,055
72 h - 1/10 ICso 2,898 0,156 0,047 0,269 0,049 0,203 0,053
2x72h-K 2,409 0,205 0,340 0,329 0,063 0,304 0,080
2x72h-1Cs 6,160 0,149 0,047 0,363 0,046 0,105 0,062
2x72h-1/31Cs 3,719 0,191 0,056 0,533 0,068 0,200 0,077
2x72h-1/10 ICs 3,168 0,263 0,131 0,496 0,063 0,240 0,098
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Abkurzungsverzeichnis

Neben den hier aufgeflihrten Abkirzungen wurden Ubliche chemische Formeln,
allgemeingiltige (im Duden gelistete) Abklrzungen und in Deutschland gesetzliche
Einheiten verwendet. Wo bei englischsprachigen Abklrzungen gangige deutsche

Ubersetzungen bestehen wurden diese angegeben.

5mC Cytosin mit Methylgruppe am C5-Atom des Pyrimidinrings
6-MP 6-Mercaptopurin

6-TG 6-Thioguanin

AG Arbeitsgruppe

AK Antikorper

APC Adenomatdse Polyposis Coli

AT Osterreich

AzaC Azacitidin

AzaT Azathioprin

Bax Bcl-2 assoziiertes X-Protein

bp Basenpaare

c Konzentration

CAR Chimarer Antigenrezeptor

CD engl.: Cluster of differentiation
CDKN1B engl.: Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
cDNA Komplementare DNA

CEA Carcinoembryonales Antigen

CH Schweiz

Chr. Chromosom

CIMP CpG-Insel-Methylierungs-Phanotyp
CIN Chromosomale Instabilitat

c-myc Zelluldre Myelocytomatosis

COX2 Cyclooxygenase-2

CpG Cytosin/Guanin

c-src Zellulare Sarkom-Tyrosinkinase

CSF1R Kolonie-stimulierender-Faktor-1-Rezeptor
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Ct engl.: Treshold cycle

CTL Zytotoxische T-Lymphozyten

CTLA-4 Zytotoxische T-Lymphozyten assoziiertes Antigen 4

D Zellanzahl pro Milliliter

DC Dendritische Zellen

DCC engl.: Deleted in colorectal cancer

DE Deutschland

DK Déanemark

DMEM engl.: Dulbecco’s modified eagle medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNAse Desoxyribonuklease

DNMT DNA-Methyltransferase

DNMTI DNA-Methyltransferase-Inhibitor

DNPS De novo Purinsynthese

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGER engl.: Epidermal growth factor receptor
(Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors)

engl. Englisch

env engl.: Envelope gene (Hullgen)

ERV Endogene Retroviren

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FKS Fetales Kalberserum

FOLFOX Folinsaure, 5-Fluoruracil, Oxaliplatin

FR Frankreich

FSC engl.: Forward scatter (Vorwartsstreulicht)

g Erdbeschleunigung

gag Gruppenspezifisches Antigen

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

gDNA Genomische DNA

GM-CSF Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor

GSDML engl.: Gasdermin-like

-H engl.: High (Hoch)
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HERV Humane endogene Retroviren
HIV Humanes Immundefizienz-Virus
HLA Humanes Leukozytenantigen
HNPCC Hereditares nicht-Polyposis-assoziiertes kolorektales Karzinom
HROBMC Tumorzelllinie: ,Rostock, engl.: brain metastasis (Hirnmetastase), Kolon®
HROC Tumorzelllinie: ,Rostock, Kolon*
HTLV-1 Humanes T-Zell-Leukdmie-Virus 1
IBD engl.: Inflammatory bowel disease (chronisch-entziindliche Darmerkrankung)
ICsg Mittlere inhibitorische Konzentration
ICI Immuncheckpointinhibitor
IDO Indolamin-2,3-Dioxygenase
IGF engl.: Insulin-like growth factor (Insulindhnlicher Wachstumsfaktor)
IGE-IIR engl.: Insulin-like growth factor 2 receptor
(Rezeptor des insulindhnlichen Wachstumsfaktors 2)
IFN-B Interferon-beta
IFN-y Interferon-gamma
IL Interleukin
IRF Interferon-Regulationsfaktor
IT Italien
J Jahre
K Kontrolle
KRAS Kirsten ras
KRK Kolorektales Karzinom
KV Kristallviolett
-L engl.: Low (Niedrig)
LINE-1 engl.: Long interspersed nuclear elements 1
LOH engl.: Loss of heterozygosity (Heterozygotieverlust)
LTR engl.: Long terminal repeat
M Mauskennzeichnung der Zelllinie
MAGE Melanomantigen
MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase
MDAS5 engl.: Melanoma differentiation antigen 5 (Melanom-Differenzierungsantigen 5)
Met Metastase

MHC engl.: Major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitatskomplex)
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MLH1
MMR
MOl
MSI
MSH
MSS

NL
ORF
PBS
PBS
PCR
PD-1
PDL-1
PDX
PE

PL

pol
PP

Q
gRT-PCR
Rac1
RE
RNA
RNAse
RT
SA
SD
SD
SDS
sek.

SMAD

MutL Escherichia Coli homolog 1
DNA-Mismatch-Reparatursystem
Molekulare Onkologie und Immuntherapie
Mikrosatelliteninstabilitat

MutS homolog

Mikrosatelliten-stabil

Anzahl

Anzahl vitaler Zellen

Niederlande

engl.: Open reading frame (offenes Leseraster)
Primer-Bindungsstelle

engl.: Phosphat buffered saline

engl.: Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
engl.: Programmed death receptor 1

PD-1 Ligand

engl.: Patient derived xenograft
Phycoerythrin

Polen

DNA-Polymerase-Gen

Polypropylen

Anzahl ausgezahlter GroRquadrate

engl.: Quantitative real-time PCR

engl.: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
Relative Expression

Ribonukleinsdure

Ribonuklease

Raumtemperatur

engl.: Splice acceptor

engl.: Splice donor

Standardabweichung
Sodiumdodecylsulfat

Sekundar

engl.: Small mothers against decapentaplegic homolog
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spSTD
SSC

T

T

Treg
TAA
TAE
TCF-4

TGF-B

TGF-BRI

TLR3
TPMT
tRNA
TSA
TSG
uv

Vi

VEGF

v.l.n.r.
v-myc
VPS
V-src
wnt-1

ZAF

Sporadisch, standard (klassisches CIN" KRK)
engl.: Sideward scatter (Seitwartsstreulicht)
Transferzahl

Annealingtemperatur

Regulatorische T-Zellen

Tumorassoziiertes Antigen
TRIS-Acetat-EDTA

T-Zell Faktor 4

engl.: Transforming growth factor beta
(Transformierender Wachstumsfaktor beta)

engl.: Transforming growth factor beta receptor 2
(Rezeptor 2 des transformierenden Wachstumsfaktors beta)

engl.: Toll-like receptor 3
Thiopurin-S-Methyltransferase
Transfer-RNA
Tumorspezifisches Antigen
Tumorsuppressorgen
Ultraviolett
Verdinnungsfaktor

engl.: Vascular endothelial growth factor
(Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor)

Von links nach rechts

Virale Myelocytomatosis
Valproinsaure

Virale Sarkom-Tyrosinkinase
engl.: Wingless int-1

Sudafrika
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