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1 Einleitung 
In der Strahlentherapie sind strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbrüche (DSB) 

die entscheidenden zellulären Schäden, die zum Tod von Tumorzellen führen. 

Mechanismen zur Reparatur dieser Schäden kommt daher eine zentrale Rolle 

für Therapiewirksamkeit bzw. Resistenzentwicklung zu. Für die Regulierung 

und Ermöglichung von DNA-Reparatur sind Struktur und Dynamik von Chroma-

tin äußerst relevant – mutationsbedingte Veränderungen in der Chromatinregu-

lation werden so zu einem interessanten Ziel für einen selektiveren und somit 

effektiveren Einsatz von Strahlentherapie (Schiaffino-Ortega et al. 2014).  

 

1.1 Chromatin 

DNA liegt im Zellkern in stark verdichteter Form vor, verpackt mit Histonen als 

Chromatin genannter Nukleoproteinkomplex. Die zentrale Einheit ist das Nukle-

osom, aufgebaut aus jeweils zwei der vier zentralen Histone H2A, H2B, H3 und 

H4, um die ca. 146 Basenpaare (bp) DNA zu einer Oktamer-ähnlichen Scheibe 

gewickelt sind (Müller and Muir 2015). Diese grundlegende Einheit wiederholt 

sich vielfach, mit generell 10-50 bp Abstand (Simpson 1978). Das Nukleosom 

erfüllt drei grundlegende Funktionen – es stellt die erste Stufe der genomischen 

Verdichtung dar; es funktioniert als 

Mittelpunkt für Signalwege Chromatin-

assoziierter regulatorischer Prozesse, 

und ermöglicht die höhere Organisati-

on zur weiteren Verdichtung des 

Chromatins (McGinty and Tan 2015).  

 
Abbildung 1: Struktur des Nukleosoms. Schemati-

sche Darstellung der Organisation eines Nukleo-

soms mit Dimeren der vier zentralen Histone (farb-

lich gekennzeichnet), um die DNA gewickelt ist. 

(Bild von McGinty and Tan 2015) 

 

 

Neben der räumlichen Verdichtung zur Lagerung wird diese Struktur vielfältig 

beeinflusst und verändert, um zelluläre Prozesse wie Genexpression, Replikati-
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on und DNA-Reparatur einzuleiten und zu kontrollieren. Chromatin unterliegt 

damit einer ständigen Balance zwischen Verdichtung und Zugänglichkeit der 

DNA für die oben genannten Prozesse, um eine angemessene Reaktion auf die 

sich ständig verändernde Umgebung der Zelle zu ermöglichen. Auf epigeneti-

scher Ebene wird dieses dynamische Gleichgewicht unter anderem reguliert 

durch Histon-modifizierende Enzyme und „Chromatin-Remodeller“ (Khorasa-

nizadeh 2004). Letztere sind dabei notwendig, um die Nukleosomstruktur im 

Sinne kontrollierter Zugänglichkeit der DNA zu beeinflussen, indem Nukleoso-

me bewegt oder Histone verändert werden oder aber DNA lokal abgewickelt 

wird (Clapier and Cairns 2009). 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 2: Chromatin-Architektur in eukaryotischen Zellen. Schematische Darstellung der genomischen 

Struktur, mit dem Nukleosom als zentrale, aus Histonen und DNA bestehende Einheit. (Bild von Müller 

and Muir 2015) 

 
1.1.1 Die Bedeutung der Chromatin-Remodeller 

In Eukaryoten kommen mindestens fünf Familien wichtiger Chromatin-

Remodeller vor: SWI/SNF, ISWI, NURD/Mi-2/CHD, INO80 und SWR1 (Clapier 

and Cairns 2009). Die Remodelling-Komplexe sind aus spezifischen Unterein-

heiten aufgebaut, teilen sich aber einige grundlegende Gemeinsamkeiten. So 

bestehen alle aus einer ähnlichen ATPase-Untereinheit, die DNA-Histon-
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Kontakte aufbricht, regulatorischen Untereinheiten mit DNA- und Histon-

bindenden Domänen und aus Proteinen/Domänen zur Interaktion mit Chroma-

tin und Transkriptionsfaktoren. Insgesamt entsteht so ein Komplex, der Nukleo-

some spezifisch erkennen und verändern kann (Saha, Wittmeyer, and Cairns 

2006).  

 

Dennoch sind die einzelnen Remodeller-Familien für unterschiedliche Aufgaben 

und Funktionen spezialisiert und zeichnen sich durch spezifische Unterschiede 

und Erkennungsmerkmale aus. In dieser Arbeit wird besonders auf den 

SWI/SNF-Komplex Bezug genommen, der mit vielfältigen zellulären Prozessen 

assoziiert wird.  

 

 

 
 

 

 

Abbildung 3: Die verschiedenen Folgen von Chromatin-Remodelling. (a) Durch Bewegung von Histon-

Oktameren schaffen Chromatin-Remodelling-Komplexe Raum für weitere Anlagerung von Nukleosomen. 

ATP-abhängige Aktivität der Chromatin-Remodeller kann außerdem zu weiteren, regulatorisch bedeuten-

den Veränderungen in der Chromatinstruktur führen: (b) Freilegung der Bindestelle eines DNA-bindenden 

Proteins (DBP) durch Bewegung oder Entfernung von Nukleosomen, oder lokales Abwickeln der DNA, 

oder (c) Veränderter Aufbau des Nukleosoms durch Veränderung oder Entfernung von Histon-Dimeren. 
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1.2 Der SWI/SNF Komplex 

Chromatin-Remodelling-Komplexe der SWI/SNF-Familie führen ATP-abhängige 

Umwandlungen der Nukleosomstruktur durch. Ursprünglich beschrieben in der 

Hefe Saccharomyces cerevisiae, sind Aufbau und Funktion heute auch in 

menschlichen Zellen in großem Detail bekannt (Stern, Jensen, and Herskowitz 

1984; Neigeborn and Carlson 1984; Phelan et al. 1999). Diese Komplexe be-

stehen aus ca. 15 Untereinheiten, insbesondere den homolog exklusiven kata-

lytischen Untereinheiten. Neben weiteren Kern- und akzessorischen Unterein-

heiten ist für diese Arbeit besonders das regulatorische, homolog exklusive 

Paar ARID1A/ARID1B von Interesse. Zusammen kann so die Chromatinstruktur 

verändert werden, um DNA-bindenden Proteinen Zugang zu verschaffen und 

somit essentielle zelluläre Prozesse wie DNA-Replikation, Genexpression und 

DNA-Reparatur zu regulieren (De La Serna, Ohkawa, and Imbalzano 2006; 

Wilson and Roberts 2011). Rund um die Zielsequenz wird eine lockere, offene 

Chromatin-Architektur realisiert, welche die oben genannten Prozesse ermög-

licht und somit entscheidend reguliert. 

 

1.2.1 ARID1A und ARID1B 

ARID1A und ARID1B sind zwei Varianten der regulatorischen ARID (AT-rich 

interactive domain) Untereinheit im SWI/SNF-Komplex. Sie sind strukturell zu 

60% gleich und haben als wichtigstes funktionelles Merkmal eine DNA-

bindende Domäne. In den meisten Zellen liegen beide Proteine als Alternativen 

vor (im Gegensatz zu gewebespezifischen Varianten), wobei sie innerhalb der 

einzelnen SWI/SNF-Komplexe gegenseitig exklusiv vorhanden sind. ARID1A 

wird generell höher exprimiert als ARID1B, und von beiden ist die Expression 

über verschiedene Gewebetypen weit verbreitet (X. Wang et al. 2004).  

 

Wie bereits beschrieben, regulieren SWI/SNF-Komplexe durch „Chromatin-

Remodelling“ die Zugänglichkeit vieler Zellzyklus-assoziierter Gene für Tran-

skriptionsfaktoren, können dabei aber sowohl eine positiv als auch negativ re-

gulierende Funktion einnehmen. Die beiden gegenseitig exklusiven Unterein-

heiten ARID1A und ARID1B sind entscheidend an der Festlegung der spezifi-

schen Rolle als Aktivator oder Repressor der Transkription beteiligt. Einen ers-
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ten Hinweis auf die verschiedene Funktionen in vivo gaben unterschiedliche 

Expressionsmuster in der frühen Entwicklung von Primaten (Zheng et al. 2004). 

Später konnte gezeigt werden, dass ARID1A für den normalen Zellzyklusarrest 

notwendig ist und dass SWI/SNF-Komplexe mit ARID1A als Ko-Repressor, 

Komplexe mit ARID1B dagegen als Ko-Aktivator spezifischer Zellzyklus-Gene 

funktionieren (Nagl et al. 2007, 2005). Auch innerhalb der verschiedenen Zell-

zyklusphasen zeigen die beiden Untereinheiten verschiedene Expressionsdy-

namiken (Flores-Alcantar et al. 2011).  

 

1.2.2 SWI/SNF-Mutationen in Tumoren 

Die Rolle des SWI/SNF-Komplexes an der Schnittstelle von Genexpression, 

DNA-Replikation und DNA-Reparatur hat in den letzten Jahren das wissen-

schaftliche Interesse auf mögliche Verbindungen zu Pathologien, insbesondere 

Tumorerkrankungen, gelenkt. Besonders die Relevanz von Chromatin-

Remodelling für die Reparatur von DSBs unterstreicht die potentielle Bedeu-

tung von SWI/SNF-Mutationen für jegliche DNA-schädigende Therapien. Be-

merkenswert ist die extrem hohe Mutationsrate (>20%) verschiedener Un-

tereinheiten in menschlichen Tumoren (Kadoch et al. 2013). Der SWI/SNF-

Komplex ist damit der am häufigsten mutierte Chromatin-Remodelling-Komplex, 

mit einem breiten Mutationsmuster ähnlich den Mutationen von p53.  

 

Entsprechend relevant ist die präklinische Forschung, die therapeutische An-

sätze auf Mutationen in SWI/SNF-Untereinheiten zuschneidet (Lu and Allis 

2017). Besonders die Untereinheiten ARID1A und ARID1B sind durch ihre be-

reits beschriebene antagonistische, regulatorische Funktion relevant für die Rol-

le des SWI/SNF-Komplexes bei der deregulierten Proliferation in vielen Tumo-

ren und für mögliche therapeutische Interventionen. In großangelegten genomi-

schen Studien wurden ARID1A-Mutationen in vielen Tumoren beschrieben 

(Jones et al. 2011). Im Großteil der Fälle handelt es sich um Mutationen, die 

zum Verlust der Expression von ARID1A führen (Wiegand et al. 2010). ARID1A 

wurde daraufhin weiter auf seine Eigenschaften als Tumorsuppressor und po-

tentieller therapeutischer Marker untersucht, jedoch sind zielgerichtete thera-

peutische Ansätze bei ARID1A-Mutation bisher nicht verfügbar. 
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1.2.3 Inzidenz von ARID1A Mutationen 

Seit 2010 wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen ein gehäuftes Auftreten 

von ARID1A-Mutationen in verschiedenen Tumortypen beschrieben. Besonders 

weit verbreitet wurde der Verlust von ARID1A im Ovarialkarzinom (Jones et al. 

2010) sowie im Endometrium- und Uteruskarzinom (Wiegand et al. 2010) ent-

deckt. Auch im Pankreaskarzinom (Shain et al. 2012), Magenkarzinom (K. 

Wang et al. 2011), hepatozellulärem Karzinom (Guichard et al. 2012), 

Mammakarzinom (Cornen et al. 2012) und vielen weiteren wurden gehäufte 

Mutationen von ARID1A beschrieben. Im kolorektalen Karzinom wurde ein Ver-

lust von ARID1A in bis zu 20% der Fälle beschrieben (Jones et al. 2012; Wei et 

al. 2014). Kolorektale Tumore als Pathologie mit einer hohen Inzidenz bei 

gleichzeitig hoher Mutationsrate von ARID1A wurden daher in dieser Arbeit als 

Modell für Untersuchungen zur Behandlung ARID1A-mutierter Tumore verwen-

det. 

 

1.2.4 Prognostische Relevanz von ARID1A und ARID1B 

Aufgrund der hohen Mutationsrate von ARID1A in einer Vielzahl menschlicher 

Tumore sind mögliche prognostische Rückschlüsse von großer Relevanz für 

eine effektive Therapieplanung. 

 

Im kolorektalen Karzinom konnte gezeigt werden, dass Mutationen in ARID1A 

mit einer höheren Rate von entfernten Metastasen und schlechterer pathologi-

scher Differenzierung korrelieren (Wei et al. 2014; Chou et al. 2014). Insgesamt 

korrelierte ARID1A-Mutation hier aber nicht mit schlechterem Überleben. In ei-

ner Studie von 2012 war der Verlust von ARID1A-Expression im hellzelligen 

Ovarialkarzinom mit kürzerem Überleben von Patienten nach Behandlung mit 

Platin-basierter Chemotherapie assoziiert (Katagiri et al. 2012). Im Neu-

roblastom konnte gezeigt werden, dass Mutationen in ARID1A und ARID1B mit 

schlechteren Überlebenschancen und frühem Therapieversagen korrelieren 

(Sausen et al. 2013). Auch im Magenkarzinom, Leberkarzinom und Osteosar-

kom hatten Patienten mit Tumoren mit niedriger ARID1A-Expression signifikant 

schlechtere Prognosen (Yan et al. 2014; Xu et al. 2017; He et al. 2015).  
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Für ARID1B dagegen korrelierte im Urothelkarzinom der Harnblase eine hohe 

Expression mit schlechteren Überlebenschancen, ein weiterer Hinweis auf die 

antagonistische Funktion der beiden Untereinheiten. Weiterhin konnte gezeigt 

werden, dass die Herunterregulation (knock-down) von ARID1B zu verringerter 

Proliferation, Migration und Invasion in Zelllinien von Blasenkarzinomen führt (B. 

Wang et al. 2017). 

 

1.2.5 ARID1A – ein Tumorsuppressor? 

Die bereits näher beschriebenen funktionellen Unterschiede von ARID1A und 

ARID1B implizieren ARID1A als potentiellen Tumorsuppressor. Der prognosti-

sche Wert von ARID1A-Mutation unterstreicht diese Klassifikation. Im Mausmo-

dell konnte bereits experimentell gezeigt werden, dass ARID1A im Kolon als 

Tumorsuppressor agiert (Mathur et al. 2016). Mögliche Mechanismen, durch die 

die Inaktivierung von ARID1A zur Tumorgenese beiträgt, sind allerdings erst 

kürzlich weiter beschrieben worden. Funktionell treten dabei Proliferation, Diffe-

renzierung, Migration und Invasion als relevante Prozesse hervor (Wu and 

Roberts 2013; Sun et al. 2017).  

 

Unter Berücksichtigung der hohen Mutationsrate vieler Untereinheiten des 

SWI/SNF-Komplexes in Tumoren erscheint es wahrscheinlich, dass die tumor-

supprimierende Aktivität von ARID1A mit dessen Rolle im Komplex zusammen-

hängt. Die genauen mechanistischen Zusammenhänge liegen bisher aber wei-

testgehend im Dunkeln. Sun et al. (2017) beschreiben jedoch auch kontextspe-

zifische onkogene Eigenschaften von ARID1A – so kann Überexpression von 

ARID1A initial zur Tumorgenese beitragen, während späterer Verlust von 

ARID1A in etablierten Tumoren Migration und Bildung von Metastasen fördert. 
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1.2.6 Die Rolle von ARID1B in ARID1A-mutierten Tumoren 

Die aufkommende Klassifikation von ARID1A als häufig mutierter Tumorsupp-

ressor fordert therapeutische Ansätze, die ARID1A-Mutation berücksichtigen 

und mechanistisch ausnutzen. In einer großangelegten genomischen Analyse 

wurde ARID1B als wichtigstes Gen identifiziert, das für das Überleben von 

ARID1A-mutierten Tumoren erforderlich ist (Helming et al. 2014). Hier wurde 

gezeigt, dass der Verlust von ARID1B in ARID1A-mutierten Tumorlinien zu ei-

ner Destabilisierung des SWI/SNF-Komplexes und somit zu verminderter 

Proliferation führt. Helming et al. (2014) argumentieren für ARID1B als thera-

peutisches Zielmolekül (Target) durch die funktionelle Abhängigkeit bei Verlust 

von ARID1A. 

 

Zusätzlich wurde beobachtet, dass die Ausschaltung von entweder ARID1A 

oder ARID1B zu verminderter Reparatur mittels nicht-homologer Reparatur 

(Non-Homologous End-Joining) und somit zu erhöhter Sensitivität gegenüber 

ionisierender Strahlung führt (Watanabe et al. 2014). Dies ist ein überzeugen-

des Argument dafür, die Rolle von ARID1B in ARID1A-mutierten Tumoren wei-

ter zu untersuchen. Funktionell sind dabei besonders Mechanismen zur Repa-

ratur von DNA-Doppelstrangbrüchen von Bedeutung, die im Folgenden be-

schrieben werden. 
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1.3 DNA-Schäden und Reparatur 

Zellen sind einer Vielzahl von Stressfaktoren ausgesetzt, die zu Schäden in der 

DNA führen können. Dazu gehören endogene Faktoren wie reaktive Sauer-

stoffspezies oder Replikationsstress, und exogene Faktoren wie Strahlung, To-

xine und chemotherapeutische Wirkstoffe. Von den ausgelösten Schäden ha-

ben DNA-Doppelstrangbrüche die toxischsten Effekte und können die chromo-

somale Integrität und somit die Teilungsfähigkeit entscheidend beeinträchtigen 

(Mehta and Haber 2014). Werden Doppelstrangbrüche nicht richtig repariert, 

können sie zu Mutationen und Tumorgenese, zu Apoptose oder zu klonogenem 

Zelltod führen. Klonogener Zelltod beschreibt den Verlust der Teilungsfähigkeit 

einer Zelle und trägt gemeinsam mit Apoptose zur Wirksamkeit der Strahlenthe-

rapie bei (Hall and Giacca 2006). Weil Bestrahlung eine wichtige Modalität in 

der Tumortherapie ist, ist ein tieferes Verständnis der Reparaturmechanismen 

strahleninduzierter DSBs und davon, wie dieser Prozess in Tumoren verändert 

ist, von großer Bedeutung. 

 

Die Reparatur von Doppelstrangbrüchen ist ein essentieller Schutzmechanis-

mus, der in Tumorzellen maßgeblich zur Resistenzentwicklung gegenüber 

Strahlen- und Chemotherapie beiträgt. Die zwei wichtigsten Mechanismen zur 

Reparatur sind die nicht-homologe Reparatur (Non-Homologous End-Joining, 

NHEJ) und die homologe Rekombination (HR). Das bisherige Verständnis die-

ser Reparaturmechanismen legt nahe, dass Veränderungen in der Chromatin-

struktur für effektive Reparatur notwendig sind (Jeggo and Downs 2014). Spezi-

fische Unterschiede zwischen diesen beiden Reparaturmechanismen bestehen 

sowohl in ihrer Verfügbarkeit, als auch in der biologischen Genauigkeit. Über 

welchen Reparaturmechanismus ein spezifischer DNA-Schaden repariert wird, 

unterliegt diversen Regulationsmechanismen, deren Zusammenspiel Gegen-

stand aktueller Forschung und noch nicht abschließend geklärt ist. Neben Zell-

zyklusposition und Verfügbarkeit homologer DNA-Sequenzen als Vorlage wird 

dabei unter anderem die Konkurrenz zwischen Ku Proteinen und Rad51 für die 

Wahl des Reparaturmechanismus diskutiert (Sonoda et al. 2006; Shrivastav, De 

Haro, and Nickoloff 2008; Takata et al. 1998). Die Rekrutierung von Chromatin-

Remodellern wurde außerdem mit der Bevorzugung von HR in Verbindung ge-

bracht (Bennett, Papamichos-Chronakis, and Peterson 2013). 
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1.3.1 Non-Homologous End-Joining 

Im NHEJ-Reparaturweg werden DNA-Enden auf beiden Seiten des Doppel-

strangbruchs erkannt, beschädigte DNA herausgeschnitten, von einer DNA Po-

lymerase neue DNA synthetisiert und in einem letzten Schnitt durch eine Ligase 

verbunden (Lieber 2010). Entsprechend ist keine homologe Sequenz als Vorla-

ge nötig – DNA-Enden werden einfach und direkt verbunden, wobei Verände-

rungen in der DNA-Sequenz an der Bruchstelle entstehen können. Die Repara-

tur über NHEJ ist im Vergleich zu HR also schneller, aber auch anfälliger für 

Fehler. Im Folgenden wird ein Überblick über die wichtigsten beteiligten Enzy-

me gegeben. Erkennung der DNA-Enden erfolgt durch Binden des Ku70/ Ku80 

Heterodimers, der einen ringähnlichen 

Komplex mit der DNA bildet (Walker, 

Corpina, and Goldberg 2001). Die an-

schließende Rekrutierung von DNA-PKcs 

ermöglicht die Modifizierung beider DNA-

Enden: DNA-PKcs schneidet als Nuklea-

se überhängende Enden beschädigter 

DNA (Bartlett et al. 2015). Abhängig von 

der Struktur der DNA-Enden ist vor Liga-

tion zusätzlich ein Auffüllen von Einzel-

strang-Überhängen durch DNA-

Polymerase µ oder l erforderlich 

(McElhinny et al. 2005).  An die so verar-

beiteten Enden bindet anschließend der 

Ligase IV Komplex, der unter anderem 

die Cofaktoren XRCC4 und XLF enthält 

(Ochi, Wu, and Blundell 2014). Rekrutie-

rung des LigaseIV/ XRCC4/XLF Komple-

xes durch Ku ist entscheidend für erfolg-

reiche Verbindung der DNA-Enden (Nick 

McElhinny et al. 2000). 
Abbildung 4: Mechanismus der NHEJ-Reparatur. Über-

sicht über die wichtigsten Schritte im NHEJ-

Mechanismus, wie im Text beschrieben (Helleday et al. 

2007). 
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1.3.2 Homologe Rekombination 

Im Gegensatz zum Non-Homologous End-Joining ist für homologe Rekombina-

tion (HR) eine homologe DNA-Sequenz als Vorlage nötig. So wird beschädigte 

DNA entsprechend der exakten Kopie wiederhergestellt, wodurch Reparatur 

durch HR sehr präzise und größtenteils fehlerfrei ist (Kowalczykowski 2015). 

Normalerweise dient das Schwesterchromatid als Vorlage zur Reparatur, was 

HR auf S- und G2-Phase im Zellzyklus beschränkt, wo ein Schwesterchromatid 

zur Verfügung steht (Ranjha, Howard, and Cejka 2018). 

HR wird durch 5´ zu 3´ Resektion initiiert, wobei große Enden ssDNA (Einzel-

strang-DNA) um den DSB freigelegt werden. Der MRN-Komplex, bestehend 

aus Mre11, Rad50 und Xrs2, spielt eine entscheidende Rolle in der Initiation 

der Resektion (Mimitou and Symington 2009; Johzuka and Ogawa 1995) und 

rekrutiert zusätzliche Resektionsenzyme wie EXO1 und DNA2 (Nimonkar et al. 

2011; Nicolette et al. 2010; Zhu et al. 2008). An die so verarbeiteten ssDNA 

Enden bindet das Replikationsprotein A (RPA). In einem nächsten Schritt wird 

RPA, vermittelt von Rad52, durch Rad51 ersetzt (Stauffer and Chazin 2004). 

Rad51 katalysiert die Invasion der beschädigten DNA-Sequenz in die Doppel-

strang-DNA der unbeschädig-

ten homologen Vorlage, 

wodurch ein unbeschädigter 

Strang verdrängt wird und ein 

D-Loop entsteht. (Lisby and 

Rothstein 2016; Baumann 

and West 1997). Nach DNA-

Synthese und Ligation wer-

den die entstandenen Struk-

turen entsprechend des Hol-

liday-Modells aufgelöst 

(Christmann et al. 2003; 

Holliday 1964). 
Abbildung 5: Mechanismus der homo-

logen Rekombination. Nach Resektion 

der DNA-Enden durch den MRN-

Komplex katalysiert Rad51 die Invasion 

der homologen DNA-Sequenz. (Christmann et al. 2003)  
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1.3.3 Der SWI/SNF-Komplex in DNA-Reparatur 

Naturgemäß stellt die dichte Kompaktierung des Chromatins ein Hindernis für 

das Erreichen der Bruchstelle durch Reparaturproteine dar. Modulation der 

Chromatinstruktur muss demnach ein entscheidender Schritt in der Regulierung 

von DNA-Reparatur sein; die klassischen Signalwege von NHEJ und HR müs-

sen eng in die Chromatin-Architektur integriert sein (Price and D’Andrea 2013). 

Während jedoch die Rolle von Chromatin-Remodelling-Komplexen für Transla-

tion im Detail beschrieben wurde, ist die Bedeutung für Reparatur-

Signalkaskaden bisher nur unzureichend verstanden.  

 

Besonders die Reparatur über homologe Rekombination ist auf lange, zugäng-

liche DNA-Sequenzen angewiesen, damit homologe Sequenzen gefunden und 

gepaart werden können. Entsprechend besteht eine starke Rationale für die 

Bedeutung von SWI/SNF-Aktivität in der Reparatur von DSBs, und erste Er-

kenntnisse können hier kurz zusammengefasst werden: Inaktivierung von 

SWI/SNF-Komplexen führte in vitro zu erhöhter Sensitivität gegenüber DNA-

Schäden und deutlich verminderter Phosphorylierung von H2AX. Die zentrale 

Rolle von gH2AX in effizienter DNA-Reparatur legt nahe, das SWI/SNF-

Komplexe DNA-Reparatur wenigstens teilweise über Interaktion mit gH2AX be-

einflussen (J. H. Park et al. 2006).  

 

Weiterhin konnten Chai et al. zeigen, dass der SWI/SNF-Komplex während Re-

paratur von Doppelstrangbrüchen mit dem HR-Mechanismus zu der homologen 

DNA-Sequenz rekrutiert wird. Er war dort relativ früh aktiv, noch vor oder wäh-

rend der Invasion durch die beschädigte DNA-Sequenz (Chai et al. 2005). Auf 

der anderen Seite wurden SWI/SNF-Untereinheiten auch mit der Rekrutierung 

von NHEJ-Faktoren in Verbindung gebracht (Ogiwara et al. 2011; Vélez-Cruz et 

al. 2016). Die genaue Interaktion einzelner SWI/SNF-Untereinheiten mit Repa-

raturproteinen liegt aber größtenteils noch im Dunkeln. 
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1.4 Das kolorektale Karzinom in der Klinik 

Kolorektale Tumoren sind ein in der Onkologie äußerst relevantes Krankheits-

bild: prozentual an zweiter (Frauen) bzw. dritter (Männer) Stelle aller bösartigen 

Neuerkrankungen. Trotz leicht abnehmender Inzidenz prognostiziert das Ro-

bert-Koch-Institut für 2020 immer noch 58.100 Neuerkrankungen in Deutsch-

land (Barnes et al. 2016). Sowohl in der Strahlentherapie, Onkologie als auch 

chirurgischer Tumortherapie sind kolorektale Tumore also von zentralem Inte-

resse. Bei einem 5-Jahres-Überleben von 63% besteht großer Bedarf für Opti-

mierung der Therapie, insbesondere durch gezielte molekularbiologische An-

sätze im Sinne der individualisierten Tumortherapie. 

 

In kolorektalen Tumoren gibt es bisher keine molekularen Marker für das An-

sprechen auf Strahlen- oder Chemotherapie. Weitere Forschung ist daher not-

wendig, um Fortschritte in der personalisierten Medizin auf diesem Gebiert zu 

erzielen (Labianca et al. 2013; Glimelius et al. 2013). Außerdem sind besonders 

in der Bestrahlung rektaler Tumore späte Nebenwirkungen bekannt (Birgisson 

et al. 2007). Die Entwicklung molekularer Marker für Strahlensensitivität sowie 

Strategien zur Modulation der Strahlenantwort in Tumorzellen können helfen, 

Strahlentherapie effektiver und in geringerer Dosis einzusetzen. Die in dieser 

Arbeit beschriebene Schwachstelle bei ARID1A-Mutation ist ein solcher Ansatz. 
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1.5 Zielsetzung 

In dieser Arbeit sollte bestimmt werden, welche Rolle ARID1B für die Radiosen-

sitivität von ARID1A-mutierten kolorektalen Tumorlinien spielt. Dies geschah vor 

dem Hintergrund, dass ARID1A im kolorektalen Karzinom oft (>20%) mutiert ist. 

ARID1A-Mutationen wurden außerdem mit späten TNM-Stadien, Fernmetasta-

sen und schlechter Differenzierung assoziiert (Wei et al. 2014). Dennoch gibt es 

bisher keinen Ansatz, der ARID1A-Mutationen therapeutisch instrumentalisieren 

kann. Daher ist es klinisch relevant, ARID1B als potentielle Schwachstelle in 

Tumorlinien mit ARID1A-Mutation zu beurteilen. 

 

Um dies zu erreichen, wurde der Effekt von siRNA-vermitteltem ARID1B-

Knockdown auf die Strahlensensitivität von kolorektalen Tumorlinien mit und 

ohne ARID1A-Mutation bestimmt. Zum besseren Verständnis der molekularen 

Vorgänge wurde der Effekt auf Signalwege der DSB-Reparatur (NHEJ, HR) und 

auf Zellzyklusprogression analysiert. Ziel dieser Untersuchungen war es, zu 

zeigen, dass im Hintergrund von ARID1A-Mutation ARID1B zu einer spezifi-

schen Schwachstelle wird.  ARID1B wird so zu einem potentiellen pharmazeuti-

schen Target, durch das in Tumoren mit ARID1A-Mutation die Radiosensitivität 

erhöht werden kann. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 

2.1.1 Biologische und chemische Substanzen 

Substanz Produzent 

Antibiotic-Antimycotic (100X) GibcoÔ 

BSA Calbiochem 

Click-iTÔ Plus EdU Assay Kit InvitrogenÔ 

DC Protein Assay Reagent A & B Bio-Rad 

DMSO Sigma-Aldrich 

ECL Prime Blocking Agent GE Healthcare 

EDTA Sigma-Aldrich 

Ethanol Honeywell 

FBS GibcoÔ 

Fibroblast Basal Medium ATCCÒ 

Formaldehyd 37% Roth 

HBSS  GibcoÔ 

Immu MountÔ Thermo ScientificÔ 

Kristallviolett Merck 

LipofectamineÒ RNAiMAX InvitrogenÔ 

LowCross Buffer Candor 

MEM GibcoÔ 

NEAA, Nicht essentielle Aminosäuren GibcoÔ  

Methanol J.T.Baker 

NuPAGE Transfer Buffer 20x InvitrogenÔ 

NuPAGE 7% Tris-Acetat Gel 12 Well InvitrogenÔ 

OptiMEM GibcoÔ  

PBS (20x) GibcoÔ  

Phosphatase & Protease Cocktail 100x Thermo ScientificÔ 

PierceÒ RIPA Buffer Thermo ScientificÔ 

RotiÒ-Histofix 4% Roth 

RPMI GibcoÔ  
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Super Signal Stable Peroxide Puffer Thermo ScientificÔ 

Super Signal Luminol/ Enhancer Solution Thermo ScientificÔ 

Tris-Acetat SDS Running Buffer 20x InvitrogenÔ 

Triton 100 Sigma-Aldrich 

Trypan Blue Stain 0,4% Logos Biosystems 

0,05 % Trypsin-EDTA GibcoÔ 

Tween20 Sigma-Aldrich 
Tabelle 1: Biologische und chemische Substanzen 

 
 
 
2.1.2 Lösungen und Puffer 

Kristallviolett 3,75g Kristallviolett 

1,75g NaCl 

162,5ml Ethanol 

43,2ml Formaldehyd 37% 

ad 500ml dH2O 

P1 Puffer 

(Permeabilisierung) 

100mM Tris-Cl pH 7,4 

50nM EDTA 

0,5% Triton 100 

Block Puffer (IF) 3% BSA 

7,7 mM NaN3 

4x SSC 

0,1%Tween20 

in dH2O 

Block Puffer (WB) 5 % ECL Prime Blocking Agent 

0,5 % TWEEN20 

in TBS 

TBS 10mM Tris-Cl pH 7,4  

150mM NaCl 

in dH2O 
Tabelle 2: Lösungen und Puffer 
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2.1.3 Antikörper und Farbstoffe 

Erstantikörper Produzent Katalog Nr. Host  Verdünnung 

ARID1B GeneTex GTX130708 Mouse 1:500 (WB) 

ARID1B LSBio LS-C382223 Rabbit 1:500 (WB) 

ARID1B Abcam Ab57461 Mouse 1:500 (WB) 

ARID1A CellSignalling 12354P Rabbit 1:1000 (WB) 

GAPDH Abcam ab8245 Mouse 1:2000 (WB) 

gH2A.X EMD Millipore  05-636 Mouse 1:500 (IF) 

Rad51 CalbiochemÒ PC130-100UL Rabbit 1:500 (IF) 

53BP1 Abcam ab21083 Rabbit 1:500 (IF) 

Cyclin B1 EMD Millipore 05-373 Mouse 1:500 (IF) 
Tabelle 3: Erstantikörper  

 
Zweitantikör-

per / Farbstoff 

Produzent Katalog Nr. Host  Verdünnung 

Anti-Mouse, 
Alexa Fluor 488 

InvitrogenÔ A11029 Goat 1:2000 (WB) 

Anti-Mouse, 
Alexa Fluor 488 

InvitrogenÔ A11017 Goat 1:500 (IF) 

Anti-Mouse, 
HRP linked 

GE Healthcare NA931V 
 

Sheep 1:10000 (WB) 

Anti-Rabbit, 
HRP linked 

GE Healthcare NA934V Donkey 1:100000 (WB) 

Anti-Rabbit, 
Cyanine CyÔ3 

Jackson 111-165-008 Goat 1:500 (IF) 

DAPI InvitrogenÔ D1306  1gg/ml (Flow 
Cytometry) 
20gg/ml (IF) 

Tabelle 4: Zweitantikörper und Farbstoffe 

 
2.1.4 siRNAs und Inhibitoren 

 Produzent ID 

siARID1B a AmbionÒ s199170 

siARID1B b AmbionÒ s199168 

si Negative Control No. 1 AmbionÒ Cat# 4390843 

VE-821 (ATR Inhibitor) Selleckchem S8007 
Tabelle 5: siRNAs und Inhibitoren 
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2.1.5 Software 

Software Version Produzent 

Prism 6 Graphpad Software, Inc. 

FloMax 2.4 Partec GmbH 

Imagelab 4.1 Bio Rad 

Multicycle für Windows 3 Washington Universität, USA 

Axiovision 8.4.2 Zeiss 
Tabelle 6: Software 

 
2.1.6 Technisches Equipment 

ChemidocÔ MP Imaging System Bio Rad 

Zentrifugen 

Rotina 380R 

Heraeus Fresco 21 

 

Hettich 

Thermo Scientific 

Galaxy Durchflusszytometer DAKO 

Inkubatoren 

Heracell 1501 CO2 Inkubator 

Heraeus CO2 Inkubator 

 

Thermo Scientific 

Thermo Scientific 

LUNAÔ Automated Cell Counter Logos Biosystems 

Multiskan Ascent 96 Plate Reader MTX Lab Systems 

XStrahl Cabinet Irradiator XStrahl Life Sciences 

ImagerZ1 (Fluoreszenzmikroskop) Zeiss 

Leitz DM IL (Lichtmikroskop) Leica 
Tabelle 7: Technisches Equipment 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur 

Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen Werkbank durchgeführt. Die 

verwendeten Geräte und Materialien wurden vor Benutzung desinfiziert, sterili-

siert oder autoklaviert; die Werkbank wurde nach Benutzung mit UV-Licht be-

strahlt. Als Kulturmedien wurden RPMI, MEM und FBM verwendet (Tabelle 8). 

RPMI wurde mit 10% FBS und 1% Antibiotic-Antimycotic Lösung verwendet, 

MEM mit 15% FBS, 1% Antibiotic-Antimycotic Lösung und 1% NEAA, FBM mit 

Low Serum Additive und 1% Antibiotic-Antimycotic Lösung. Kulturmedien wur-

den regelmäßig frisch angesetzt und entsprechend der Halbwertszeit der Anti-

biotic-Antimycotic Lösung maximal 14 Tage verwendet. 

 

 
Zelllinie Medium Gewebe Pathologie ARID1A 

LS180 MEM Kolonepithel Kolorektales Karzinom - 

RKO MEM Kolonepithel Kolorektales Karzinom - 

SW48 MEM Kolonepithel Kolorektales Karzinom - 

HCT15 RPMI Kolonepithel Kolorektales Karzinom + 

HCT116 RPMI Kolonepithel Kolorektales Karzinom + 

Colo320DM RPMI Kolonepithel Kolorektales Karzinom + 

PCS 201-010 FBM Fibroblast - + 

PCS 201-012 FBM Fibroblast - + 
 

Tabelle 8: Zelllinien.  

Kolorektale Tumorlinien wurden entsprechend beschriebener Mutationen in ARID1A ausgewählt; drei wild-

typ Linien und drei mutierte Linien (Mouradov et al. 2014). Das COSMIC Projekt beschreibt heterozygote 

Frameshift Deletionen von ARID1A in LS180, RKO und SW48. 

 

 

Die Zelllinien wurden in 75 cm2 Kulturflaschen bei 37°C und 5% CO2 inkubiert 

und alle drei bis vier Tage passagiert. Um Zellen aus Kultur zu dissoziieren, zu 

„ernten“, wurde der Protease-Cocktail 0,05% Trypsin-EDTA verwendet. Dazu 

wurde das Medium entnommen, mit HBSS gewaschen und anschließend für 

5min mit 0,05% Trypsin-EDTA inkubiert. Nach mikroskopischer Kontrolle der 

Zelldissoziation wurde Trypsin durch Hinzugeben von Medium inhibiert. Für ei-
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ne 1:4 Passage wurde 25% der so hergestellten Zellsuspension in die Flasche 

zurückgegeben und mit 10ml frischem Medium weiter inkubiert. Zur Einsaat für 

weiterführende Experimente wurden Zellen nach dem gleichen Protokoll geern-

tet, und die Zellsuspension 5min bei 300 rpm zentrifugiert. Der Überstand aus 

Medium und Trypsin-Resten wurde verworfen und das Zellpellet in frischem 

Medium resuspendiert. Die Zellzahl wurde mit dem LUNAÔ Automated Cell 

Counter bestimmt. Dazu wurden 15 µl der Zellsuspension mit 15 µl Trypan Blue 

Stain 0,4% gemischt, in LUNA counting slides pipettiert, und entsprechend den 

Angaben des Herstellers ausgewertet.  

 
2.2.2 siRNA Transfektion 

Zur Herunterregulierung von ARID1B wurde eine transiente Transfektion mit 

Lipofectamine und siRNA durchgeführt. Zellen wurden in 6-Kammer-Platten 

ausgesät, sodass nach 24 Stunden eine Zelldichte von 70-80% Konfluenz im 

Monolayer erreicht war.  

 

Die Zellen wurden dann in HBSS und OptiMEM gewaschen, und für vier Stun-

den in Transfektionslösung inkubiert. Als Transfektionslösung wurde pro Kam-

mer 500 µl OptiMEM mit 80 nM siRNA und 6 µl Lipofectamine RNAiMAX ge-

mischt und 20 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Für ARID1B wurde die 

Kombination aus zwei siRNAs zu je 40 nM für eine optimale Transfektionseffi-

zienz etabliert. Als Kontrollen wurde negative siRNA und H2O verwendet. Nach 

4 Stunden wurde pro Kammer 500 µl Medium mit der doppelten normalen 

Menge FBS dazugegeben, und die Zellen nach 48-72 Stunden Inkubation für 

weiterführende Experimente geerntet. 

 
2.2.3 Proteinextraktion und Quantifizierung 

Die Zellsuspension wurde 5 min bei 300 rpm zentrifugiert. Dann wurde das 

Zellpellet in 100 µl RIPA Puffer mit 1x Phosphatase-Protease Cocktail resus-

pendiert und 15 min bei 4°C auf dem Schüttler inkubiert. Die Zellsuspension 

wurde 20 min bei 14000 rpm zentrifugiert, der Überstand abgenommen und bei 

-20°C gelagert. Zur Bestimmung des Proteingehalts wurden das Bio-Rad Pro-

tein Assay Kit entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet. Im Mul-
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tiskan Ascent 96 Plate Reader wurde die optische Absorption bei 750 nm ge-

messen und anhand einer Eichkurve der Proteingehalt bestimmt. Jede Probe 

wurde in Duplikaten gemessen und der Mittelwert errechnet. 

 

2.2.4 Western Blot 

Aus Proteinextrakten wurde 60 µg Protein mit 5 µl LDS Sample Buffer und H2O 

auf eine Probengröße von 20 µl gemischt. Die Proben wurden 5 min bei 95°C 

gekocht, zentrifugiert, und in 7% Tris-Acetat 12-Kammer Gel (Invitrogen) aufge-

tragen. Die Gelelektrophorese lief mit SDS Tris-Acetat Running Buffer 70 min 

bei 160 V. Die so getrennten Proteine wurden mit 1x NuPAGE Transfer Buffer 

mit 10% Methanol vom Gel auf eine PDFV Membran transferiert. Der Transfer 

lief eine Stunde bei 60 V. Für den Transfer wurde die Membran zuerst 30 sec in 

Methanol inkubiert. 

 

Danach wurde die Membran 45 min mit Block Puffer (2.1.2) bei RT inkubiert, 

und mit dem entsprechenden Erstantiköper über Nacht bei 4°C inkubiert. Alle 

verwendeten Erstantikörper wurden entsprechend den angegebenen Konzen-

trationen in LowCross Buffer verdünnt. Nach dreimaligem Waschen in PBS 

wurde für 90 min mit dem Zweitantikörper inkubiert, verdünnt in TBS mit 20% 

Block Puffer. Danach wurde wieder dreimal in PBS gewaschen. Als Referenz 

zu dem nachzuweisenden Protein wurde GAPDH detektiert. HRP-linked Zwei-

tantikörper wurden vor der Detektion 5 min mit Super Signal Stable Peroxide 

und Luminol/Enhancer Lösung im Verhältnis 1:1 inkubiert. Das ChemidocÔ MP 

Imaging System mit Chemilumineszenz (für HRP-linked Zweitantikörper) und 

Fluoreszenz (für A488-Zweitantikörper) wurde zur Detektion verwendet. Quanti-

fizierung der Proteinmengen wurde mit der Imagelab Software von BioRad 

durchgeführt. 

 
2.2.5 Proliferation Assay 

Zellen wurden geerntet und mit 5 ml Medium in 25 cm2 Kulturflaschen (Greiner) 

eingesät, 0,5 x 106 Zellen pro Flasche. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach 

Einsaat wurden die Zellen geerntet und im LUNA Automated Cell Counter (Bio-

zym) die Zellzahl bestimmt. 
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2.2.6 Bestrahlung 

Zellen wurden im „XStrahl Cabinet Irradiator“ mit verschiedenen Dosen Rönt-

genstrahlung bestrahlt, gemäß dem jeweiligen experimentellen Protokoll. Das 

Gerät wurde mit einer Leistung von 300 kV und 10 mA betrieben, Zellkulturplat-

ten wurden auf einem Drehteller mit 60 cm Abstand von der Strahlenquelle 

platziert. Im Zentrum des Drehtellers wurde eine effektive Dosis von etwa 1,15 

Gy/min geliefert. Direkt nach der Bestrahlung wurden die Zellen zurück in den 

CO2 Inkubator gestellt. 

 
2.2.7 Kolonie Assay 

Im Kolonie Assay wurde klonogenes Überleben nach Bestrahlung gemessen. 

Dazu wurden zuvor transfizierte Zellen nach dem unter 2.2.1 beschriebenen 

Protokoll geerntet und gezählt. Die Zellen wurden in 6-Kammer-Platten (TPP) 

eingesät und vier Stunden nach Einsaat mit 0, 2, 4, und 6 Gy bestrahlt. Für Fib-

roblasten wurden 25 cm2 Kulturflaschen statt 6-Kammer-Platten verwendet, um 

die größeren Kolonien der migrierenden Zellen gut auswerten zu können. Als 

unbestrahlte Kontrolle wurden 200 Zellen pro Kammer eingesät (für Fibroblas-

ten 1000 pro 25 cm2 Flasche), für bestrahlte Proben wurde die Zellzahl ent-

sprechend erhöht. Nach 10-16 Tagen Inkubation wurden die Zellen mit Kristall-

violett Lösung fixiert und gefärbt. Die Zahl der Kolonien (Mindestgröße 50 Zel-

len) wurde manuell bestimmt.  

 

Jede Probe wurde in Triplikaten angesetzt und der Mittelwert errechnet. In un-

bestrahlten Proben ergab sich als Quotient aus eingesäten Zellen und gezähl-

ten Kolonien die Platierungs-Effizienz (PE). Für bestrahlte Proben wurde die 

Überlebensfraktion (Surviving Fraction, SF) als Maß für klonogenes Überleben 

nach Bestrahlung berechnet (Hall and Giacca 2006). 

 

 
  

PE = !"#"$%&$
&%$'&(ä*&	,&##&$ × 100   SF = gezählte Kolonien

eingesäte Zellen × (PE/100)
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2.2.8 Plaque-Monolayer Assay 

Neben dem Kolonie Assay wurde der Plaque-Monolayer Assay als zweiter Test 

zur Beurteilung der Radiosensitivität verwendet. Etwa 1500 Zellen wurden in 

einem 5 µl Tropfen ins Zentrum jeder Kammer von 24-Kammer-Platten (Greiner) 

platziert. Nach 20-30 Minuten Inkubation waren die Zellen adhärent und jede 

Kammer wurde mit 1 ml Medium geflutet. Pro Probe und Behandlung wurden 

12-24 Replikate angesetzt. 24 Stunden später wurden die Monolayer mikrosko-

pisch kontrolliert und vermessen. Nur Kammern mit einem definierten Mono-

layer von bis zu 3 mm Durchmesser wurden in die Bewertung miteingeschlos-

sen. Die so eingesäten Monolayer hatten einen Durchmesser von 2-3 mm und 

etwa 60-70% der Zellen hatten einen Zell-Zell-Kontakt. Die Proben wurden mit 

Dosen von 4-24 Gy bestrahlt und sechs Wochen lang inkubiert. Ausgehend von 

der Vermessung zum Zeitpunkt der Bestrahlung wurde jede Woche die Ent-

wicklung der „Monolayer“ beurteilt und das Medium gewechselt. Als Überle-

benskriterium wurde das Erreichen von >50% Konfluenz oder eine zehnfache 

Zellzahl-Verdopplung gewertet. Ansonsten wurden die Monolayer als geheilt 

bewertet. 

 

2.2.9 Immunfluoreszenz 

Per Immunfluoreszenz wurde die Ansammlung von Rad51 und 53BP1 Protei-

nen an DNA-Doppelstrangbrüchen als so genannte „Foci“ (Anreicherung von 

Proteinen) bestimmt. Dazu wurden 0,03 x 106 Zellen pro Kammer in 8-Kammer-

Objektträger (Falcon) eingesät und 24 Stunden nach Einsaat bestrahlt. Zu den 

angegebenen Zeitpunkten nach Bestrahlung wurden die Zellen auf dem Objekt-

träger fixiert. Dazu wurden sie 20 min in RotiÒ-Histofix 4% inkubiert, 15 min in 

P1 Puffer inkubiert und dann in Blocking Puffer bei 4°C gelagert. Zwischen die-

sen Schritten wurde jeweils zweimal in PBS gewaschen. Für die Antikörperre-

aktion wurden die Objektträger dreimal in PBS mit 1% FBS gewaschen und für 

90 min mit dem Erstantikörper inkubiert. Danach wurden sie erneut dreimal ge-

waschen und für 90 min mit dem Zweitantikörper und DAPI inkubiert. Die Anti-

körper wurden entsprechend den in 2.1.3 angegebenen Konzentrationen in 

PBS mit 1% BSA und 0,1% Tween20 angesetzt. Nach der Antikörperfärbung 

wurden die Objektträger gewaschen, getrocknet und Deckgläschen mit Immu 
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Mount angebracht. Die Präparate wurden am Imager.Z1 Fluoreszenzmikroskop 

(Zeiss) ausgewertet. Es wurden nur Foci im Bereich des mit DAPI markierten 

Zellkerns gezählt. Pro Behandlung wurden 50 Zellen gezählt und der Mittelwert 

errechnet. Rad51, als Kennzeichen der nur in später S- und G2-Phase aktiven 

HR Reparatur, sollte gezielt nur in G2-Phase-Zellen ausgewertet werden. Dazu 

wurde eine Doppelfärbung mit Cyclin B1 durchgeführt. Cyclin B1 wird während 

G2-Phase und Mitose exprimiert, wobei Zellen in Mitose durch die DAPI-

Färbung optisch identifiziert und ausgeschlossen wurden.  

 

 
 
Abbildung 6: Übersichtsaufnahme von Rad51 Foci in G2-Phase-Zellen. HCT15-Zellen wurden mit 4 Gy 

bestrahlt, 4h nach Bestrahlung fixiert und gefärbt. Rad51 Foci wurden nur in Cyclin B1-positiven G2-

Phase-Zellen gezählt. Der Pfeil markiert eine mitotische Zelle: anhand des typischen mitotischen Phäno-

typs wurden diese Zellen von der Wertung ausgeschlossen. 

DAPI Rad51 

Cyclin B1 DAPI + Rad51 + Cyclin B1 
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2.2.10 Zellzyklus Assay 

Der Zellzyklus Assay beruht auf der Färbung von DNA mit DAPI, durch die Zel-

len in unterschiedliche Zellzyklusphasen eigeteilt werden können. Hierzu wur-

den die Zellen geerntet und mit 5 ml Medium in 25 cm2 Kulturflaschen (Greiner) 

eingesät, 0,5 x 106 Zellen pro Flasche. Die Flaschen wurden 2-4 Stunden nach 

Einsaat mit 0, 4 und 10 Gy bestrahlt. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach 

Bestrahlung wurden die Zellen geerntet, zentrifugiert und das Pellet in 80% 

Ethanol fixiert. Zur Färbung wurden die Proben zentrifugiert, in PBS gewaschen 

und über Nacht in 3 ml TBS mit 1 µg/ml DAPI inkubiert.  Die Proben wurden im 

Durchflusszytometer (DAKO) gemessen und mit Multicycle Software quantifi-

ziert. 

2.2.11 EdU Assay 

Mit dem EdU Assay wurde DNA-Synthese in Zellen nachgewiesen und so der 

Anteil an aktiven S-Phase-Zellen erfasst. Der Nachweis beruht auf dem Einbau 

des Nukleosid-Analogons 5-Ethynyl-2-Desoxyuridin während der DNA-

Synthese, das dann mit einem fluoreszierenden Antikörper detektiert werden 

kann. Zellen wurden geerntet und mit 5 ml Medium in 25 cm2 Kulturflaschen 

(Greiner) eingesät, 0,5 x 106 Zellen pro Flasche. Die Flaschen wurden 2-4 

Stunden nach Einsaat mit 0, 4 und 10 Gy bestrahlt und zu den angegebenen 

Zeitpunkten nach Bestrahlung mit EdU markiert und fixiert. Dazu wurde das 

Click-iTÔ Plus EdU Flow Cytometry Assay Kit entsprechend den Angaben des 

Herstellers verwendet. EdU wurde in der Konzentration 10µM verwendet. Die 

Proben wurden im Durchflusszytometer (DAKO) gemessen und mit Multicycle 

Software analysiert. 

 

2.2.12 Statistische Verfahren 

Für statistische Analysen wurde das Programm GraphPad Prism in der Version 

6 für Mac verwendet. Die deskriptiven Daten wurden in absoluter und relativer 

Häufigkeit mittels Mittelwert und Standardabweichung bzw. Standardfehler des 

Mittelwerts dargestellt. Mittels two-way ANOVA wurde geprüft, ob zwischen 

verglichenen Gruppen signifikante Unterschiede bestehen. Kurven wurden mit-

tels nichtlinearer Regression modelliert und durch einen F-Test auf signifikante 

Unterschiede verglichen. P-Werte unter 0,05 wurden als signifikant bewertet. 
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3 Ergebnisse 
In dieser Arbeit sollte untersucht werden, welche Rolle ARID1B für die Strah-

lensensitivität von ARID1A-mutierten kolorektalen Tumorlinien spielt. ARID1B 

sollte so als potentielles Target für die Behandlung ARID1A-mutierter Tumoren 

evaluiert werden. Dafür wurde mittels siRNA Transfektion die Expression von 

ARID1B in ausgewählten kolorektalen Tumorlinien vermindert und der Effekt 

auf Strahlensensitivität (Colony Assay), Tumorkontrolle (Plaque-Monolayer As-

say), Proliferation, Zellzyklus und DNA-Reparatur-Signale gemessen. 

 

3.1 Charakterisierung von kolorektalen Tumorlinien 

Für Untersuchungen in dieser Arbeit wurden die kolorektalen Tumorlinien 

HCT15, HCT116 und Colo320 ohne ARID1A-Mutation, sowie LS180, RKO und 

SW48 mit ARID1A-Mutation verwendet (Mouradov et al. 2014). In den hier ver-

wendeten mutierten Zelllinien sind in der COSMIC Datenbank Frameshift Muta-

tionen mit Funktionsverlust beschrieben. Expression von ARID1A in den mutier-

ten und wild-typ Linien wurde im Western Blot überprüft. Der verwendete Anti-

körper bindet etwa in der Mitte der Aminosäuren-Sequenz von ARID1A; bei 

Verringerung des Signals im Western Blot kann daher vom Verlust eines erheb-

lichen und funktionell essentiellen Teils des Proteins ausgegangen werden. 

 

 

 
Abbildung 7: Expression von ARID1A in 

kolorektalen Tumorlinien.  

Gezeigt sind repräsentative Western 

Blots von ARID1A und GAPDH als 

interne Kontrolle in den mutierten Zellli-

nien LS180, RKO und SW48 und den 

wild-typ Zelllinien HCT15, HCT116 und 

Colo320. Der verwendete Antikörper 

von Cell Signaling (#12354) bindet an 

Glycin1293 von ARID1A, bei einer 

Gesamtlänge von 2285 Aminosäuren. 
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3.1.1 Transfektionseffizienz mit siARID1B 

Um mögliche Effekte von ARID1B-Knockdown auf Strahlensensitivität, Prolife-

ration, DNA-Reparatur und Zellzyklus zu analysieren, wurde die Expression von 

ARID1B mittels siRNA-Transfektion transient verringert (Abbildung 8a). 

ARID1B-Expression konnte auf 20-50% im Vergleich zur Kontroll-siRNA redu-

ziert werden (Abbildung 8b). Die Transfektionseffizienz wurde regelmäßig im 

Western Blot überprüft. 

 

 
 
 

Abbildung 8: ARID1B-Expression nach siRNA-Transfektion.  

(a) Repräsentative Western Blots zeigen ARID1B und GAPDH als interne Kontrolle nach siRNA-

Transfektion. (b) Verbleibendes ARID1B-Level nach ARID1B-Knockdown relativ zur si-Kontrolle als Mit-

telwert 3-4 unabhängiger Experimente. 

 

 

3.1.2 Vergleich von ARID1A wild-typ und ARID1A-mutierten Zelllinien 

Die verwendeten Zelllinien wurden hinsichtlich ihrer Strahlensensitivität im Co-

lony Assay charakterisiert. Dazu wurden Zellen mit den angegebenen Dosen 

Röntgenstrahlung bestrahlt, für 12-16 Tage inkubiert, und die Zahl der gebilde-

ten Kolonien manuell ausgewertet. Das Verhältnis der Platierungs-Effizienz in 

bestrahlten Proben zur unbestrahlten Kontrolle wurde, als sogenannte Überle-

bensfraktion, als Maß für Strahlensensitivität verwendet. ARID1A-Mutation kor-

relierte nicht mit erhöhter Strahlensensitivität (Tabelle 9). 
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Zelllinie SF 2 Gy SF 4 Gy SF 6 Gy 

HCT15 (wt) 0,55 (± 0,13) 0,170 (± 0,044) 0,026 (± 0,009) 

HCT116 (wt) 0,30 (± 0,07) 0,052 (± 0,025) 0,006 (± 0,004) 

Colo320 (wt) 0,37 (± 0,053) 0,073 (± 0,012) 0,009 (± 0,003) 

LS180 (mt) 0,33 (± 0,058) 0,085 (± 0,017) 0,015 (± 0,016) 

RKO (mt) 0,38 (± 0,012) 0,080 (± 0,007) 0,013 (± 0,003) 

SW48 (mt) 0,25 (± 0,023) 0,029 (± 0,012) 0,003 (± 0,001) 

 

Tabelle 9: Charakterisierung der Zelllinien: Strahlensensitivität.  

Gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung der Überlebensfraktion normiert auf unbestrahlte Kon-

trollen aus 5 unabhängigen Ergebnissen. 

 
 

3.2 Klonogenes Überleben nach ARID1B-Knockdown 

Die zentrale Hypothese dieser Arbeit ist, dass in ARID1A-mutierten Tumorzel-

len ARID1B zu einer spezifischen Schwachstelle für die Erhöhung der Strahlen-

sensitivität wird. Dafür wurden mit ARID1A-mutierten und ARID1A wild-typ Zell-

linien Kolonie Assays durchgeführt. In Zellen mit ARID1A-Mutation führte 

ARID1B-Knockdown zu einer signifikanten Verringerung des klonogenen Über-

lebens (Abbildung 9a). In allen ARID1A-mutierten Zelllinien wurde die Strahlen-

sensitivität im Dosisbereich von 2 bis 6 Gy erhöht. Die Dosis-modifizierenden 

Faktoren durch ARID1B-Knockdown sind Tabelle 10 gezeigt. Diese Dosis-

modifizierenden Faktoren entsprechen einer Reduktion der Überlebensfraktion 

auf 87,3% ± 2,1% (LS180), 86,0% ± 1,1% (RKO) und 77,2 ± 1,5% (SW48) pro 1 

Gy im Dosisbereich von 0 bis 6 Gy (p<0,0001, F-Test). Im Vergleich dazu hatte 

ARID1B-Depletion auf die Sensitivität von ARID1A wild-typ Zellen keinen we-

sentlichen sensitivierenden Effekt (Abbildung 9b). Lediglich in HCT116 führte 

ARID1B-Knockdown zu einer Reduktion im Überleben mit einem Dosis-

modifizierenden Faktor etwa halb so groß wie der Effekt in ARID1A-mutierten 

Zelllinien. Um mögliche Effekte auf Normalgewebe zu untersuchen, wurden zu-

sätzlich neonatale Fibroblasten (PCS201-010) und adulte Fibroblasten 

(PCS201-012) verwendet. Auch hier zeigte sich nach ARID1B-Knockdown kei-
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ne erhöhte Strahlensensitivität (Abbildung 9c). In ARID1A wild-typ Tumorlinien 

sowie den Fibroblasten waren die Dosis-modifizierenden Faktoren nach 

ARID1B-Knockdown signifikant kleiner als in ARID1A-mutierten Linien. Die 

Spearman Rangkorrelation beschreibt den generellen Zusammenhang zwi-

schen den Variablen Mutationsstatus und Dosis-modifizierendem Faktor und 

zeigt eine signifikante Korrelation von ARID1A-Mutation und strahlensensitivie-

rendem Effekt nach ARID1B-Knockdown (rs=0,88, p=0,02). 

 

 

 
 
Abbildung 9: Effekt von ARID1B-Knockdown auf klonogenes Überleben.  

Depletion von ARID1B verringert die Überlebensfraktion in ARID1A-mutierten kolorektalen Zelllinien nach 

Bestrahlung (a), aber nicht in ARID1A wild-typ Linien (b) und Fibroblasten (c). Die Überlebenskurven nach 

ARID1B-Knockdown sind gemeinsam mit der Kontrolle durch nicht-bindende siRNA gezeigt. Überlebens-

fraktion: natürlicher Logarithmus der auf die nicht-bestrahlten Kontrollen normalisierten Überlebensfraktion 

von Proben mit si-Kontrolle oder si-ARID1B. P-Werte zeigen die Ergebnisse des ANOVA F-Tests für den 

Strahlen-modifizierenden Effekt von ARID1B-Knockdown. Ergebnisse von 5 unabhängigen Wiederholun-

gen für Tumorlinien, und 3-4 unabhängigen Wiederholungen für Fibroblasten sind gezeigt. 
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Zelllinie  
Dosis-modifizierender Faktor (αARID1B − 

αctr) [Gy−1]  
p  

SW48 (mt)  −0.259 ± 0.020  <0.0001  

RKO (mt)  −0.151 ± 0.013  <0.0001  

LS180 (mt)  −0.136 ± 0.024  <0.0001  

HCT116 (wt)  −0.070 ± 0.021  0.0012  

Colo320DM (wt)  −0.045 ± 0.026  0.092  

HCT15 (wt)  −0.020 ± 0.019  0.27  

PCS201-010  +0.090 ± 0.022  0.0001  

PCS201-012  −0.120 ± 0.063  0.06  
 

Tabelle 10: Strahlensensitivierender Effekt von ARID1B-Knockdown. 
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3.3 DNA Reparatur nach ARID1B knockdown 

Um den mechanistischen Hintergrund der Strahlensensitivierung durch ARID1B 

Knockdown in ARID1A-mutierten Zelllinien zu untersuchen, wurden Marker der 

DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur gemessen. DDR (DNA Damage Repair) ist 

entscheidend für die Sensitivität gegenüber ionisierender Strahlung verantwort-

lich. Mögliche Veränderungen in diesen Signalwegen sollten daher als Ursache 

der erhöhten Sensitivität nach ARID1B-Knockdown evaluiert werden. Dafür 

wurden transfizierte Zellen bestrahlt und per Immunfluoreszenz Rad51 Foci als 

Marker der homologen Rekombination (HR), und 53BP1 Foci als Marker für 

Non-Homologous End-Joining (NHEJ) Reparatur benutzt. 

 

3.3.1 Rad51 Foci nach ARID1B-Knockdown 

Für erfolgreiche homologe Rekombination ist erhebliches Chromatin-

Remodelling notwendig; entsprechend vermuteten wir Effekte auf diesen Sig-

nalweg durch die von siARID1B ausgelöste Manipulation im SNI/SNF-Komplex. 

Um Effekte von ARID1B-Knockdown auf homologe Rekombination zu evaluie-

ren, wurden Rad51 Foci als essentielle Marker der HR gemessen. Zellen wur-

den transfiziert, mit 4 Gy bestrahlt und nach 4 sowie nach 24 Stunden fixiert, 

um entsprechend initiale und residuale Foci zu untersuchen. Die Zellen wurden 

mit Cyclin B1 gegengefärbt und Rad 51 Foci nur in Cyclin B1-positiven G2-

Phase-Zellen ausgewertet (Abbildung 10a). Die homologe Rekombination 

überwiegt in der S- und G2-Phase, wo nach DNA-Replikation homologe DNA-

Sequenzen zur Verfügung stehen. In allen ARID1A-mutierten Zelllinien ging die 

Anzahl an Rad51 Foci nach ARID1B-Knockdown 4 Stunden nach Bestrahlung 

(maximales initiales Level) signifikant zurück, ebenso in der ARID1A-wt Linie 

HCT116 (Abbildung 10b). Rad51 Foci Bildung in den anderen wild-typ Zelllinien 

wurde dagegen nicht beeinflusst (Abbildung 10c). Genauso hatte ARID1B-

Knockdown auch in den Fibroblasten-Zelllinien keinen Einfluss auf die Bildung 

von Rad51 Reparatur-Foci (Abbildung 10d). Während Depletion ARID1B in den 

mutierten Zelllinien zu einer signifikant verringerten Ausbildung von Rad51 Re-

paratur Foci führte, wurde die Expression von Rad51 nicht direkt beeinflusst 

(Abbildung 10e).  
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Abbildung 10: Effekt von ARID1B- 

Knockdown auf Rad51 Foci Bildung.  

(a) Repräsentative Immunfluoreszenz-

bilder von Rad51 Foci in RKO-Zellen 

(ARID1A mt) 4 Stunden nach Bestrah-

lung mit 4 Gy. Initiale und residuale 

Rad51 Foci nach Bestrahlung mit 4 Gy 

sind als Maß für homologe Rekombinati-

on gezeigt in ARID1A-mutierten (b), wild-

typ (c) und Fibroblasten-Zelllinien (d). 

Die Zellen wurden 48 Stunden lang mit 

der angegebenen siRNA transfiziert, 

geerntet und für Reparaturexperimente 

eingesät. 4 Stunden nach Einsaat wurden die Zellen mit 0 und 4 Gy bestrahlt und zu angegebenen Zeit-

punkten nach Bestrahlung fixiert. Die Foci wurden in G2-Phase-Zellen gezählt, nach Immunfärbung auf 

Rad51 als Marker für HR und Cyclin B1 als Marker für G2-Phase. Mittelwerte und SEM aus mindestens 3 

unabhängigen Experimenten sind gezeigt, mit Sternen als Marker für signifikante Unterschiede zwischen 

siCtr und siARID1B analysiert im two-way ANOVA: p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****). 
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3.3.2 53BP1 Foci nach ARID1B-Knockdown 

Um mögliche Effekte auf den anderen wichtigen DSB-Reparaturweg zu unter-

suchen, das Non-Homologous End-Joining, wurden zusätzlich 53BP1 Foci als 

wichtiger Marker des NHEJ-Signalwegs gemessen. Zellen wurden mit 0, 0,5 

und 4 Gy bestrahlt und 1, 4 und 24 Stunden nach Bestrahlung fixiert und ge-

färbt. Sowohl in ARID1A-mutierten als auch in ARID1A wild-typ Zelllinien wurde 

kein Unterschied in der Anzahl initialer oder residualer 53BP1 Foci nach Deple-

tion von ARID1B gemessen. 

 

 

 
 
 
 

Abbildung 11: Effekt von ARID1B-Knockdown auf 53BP1 Foci Bildung.  

Als Maß für NHEJ-Aktivität wurde die Bildung von 53BP1 Foci initial eine Stunde und residual 24 Stunden 

nach Bestrahlung von ARID1A-mutierten (a) und wild-typ (b) Zelllinien gemessen. Zellen wurden trans-

fiziert, eingesät und 4 Stunden nach Einsaat mit 0, 0,5 und 4 Gy bestrahlt. Zu den angegebenen Zeitpunk-

ten wurden die Zellen fixiert und auf 53BP1 Foci immunfluoreszent gefärbt. Ergebnisse von 3 unabhängi-

gen Experimenten mit SEM sind gezeigt.  
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3.4 Veränderungen im Zellzyklus nach ARID1B-Knockdown 

Zusätzlich wurden Effekte von ARID1B-Depletion auf Zellzyklusprogression 

analysiert, um einen möglichen Einfluss der Zellzyklus-Verteilung auf die Strah-

lensensitivität nach ARID1B-Knockdown auszuschließen. Neben den bereits 

beschriebenen Veränderungen in der Reparatur von DNA-Schäden sollte so 

untersucht werden, ob die unterschiedliche Sensitivität in verschiedenen Zell-

zyklusphasen als weitere Ursache der erhöhten Sensitivierung im Colony Assay 

eine Rolle spielt. Die Zellzyklusanalyse beruht auf der Färbung von DNA mit 

DAPI, durch die Zellen in der Durchflusszytometrie entsprechend ihrem DNA-

Gehalt in die verschiedenen Zellzyklusphasen eingeteilt werden können. Zellen 

wurden mit siARID1B und Kontroll-siRNA transfiziert und nach 48 Stunden In-

kubation zur Analyse im Durchflusszytometer fixiert und gefärbt. In den unter-

suchten Zelllinien konnten keine signifikanten Veränderungen nach ARID1B-

Knockdown festgestellt werden (Abbildung 12). 

 
Abbildung 12: Zellzyklus nach Depletion von ARID1B.  

Zellen wurden jeweils mit siCtr oder siARID1B transfiziert, nach 48 Stunden Inkubation in 80% Ethanol 

fixiert und mit DAPI gefärbt. Proben wurden mittels Flowzytometrie analysiert und mit Multicycle Software 

(DAKO) quantifiziert. Ergebnisse von 3 unabhängigen Experimenten sind als Mittelwert und SEM gezeigt. 
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3.4.1 Zellzyklus nach Bestrahlung von ARID1B-depletierten Zellen 

Um Veränderungen in der Zellzyklusprogression auch nach Bestrahlung zu 

evaluieren, wurden transfizierte RKO- und HCT15-Zellen mit 0, 4 und 10 Gy 

bestrahlt, zu angegebenen Zeitpunkten nach Bestrahlung fixiert und mit DAPI 

gefärbt. In beiden Zelllinien wurde unabhängig von ARID1B-Knockdown der 

typische G2-Block nach Bestrahlung sichtbar, besonders deutlich nach Bestrah-

lung mit 10 Gy. In RKO-Zellen wurde zusätzlich speziell nach ARID1B-

Knockdown ein strahleninduzierter G1-Block gemessen. Diese spezifische Ver-

änderung wurde erst 24 Stunden nach Bestrahlung deutlich und war sowohl bei 

4 Gy als auch bei 10 Gy stark ausgeprägt. In HCT15-Zellen wurden keine signi-

fikanten Veränderungen durch ARID1B-Knockdown gezeigt. 

 

 
 

 

Abbildung 13: Effekt von ARID1B-Knockdown auf Zellzyklus nach Bestrahlung.  

RKO- und HCT15-Zellen wurden mit 0, 4 und 10 Gy bestrahlt, zu angegebenen Zeitpunkten nach 

Bestrahlung fixiert und mit DAPI gefärbt. Proben wurden mittels Durchflusszytometrie gemessen und mit 

Multicycle Software (DAKO) quantifiziert. 3 unabhängige Experimente sind gezeigt. Fehlerbalken geben 

Mittelwert und SEM an. Statistische Analyse: 2-way ANOVA, p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) und p < 0,0001 

(****). 
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3.4.2 Messung aktiver S-Phase-Zellen im EdU Assay 

Die in der DAPI-Zellzyklusanalyse gezeigten charakteristischen Veränderungen 

von ARID1B-depletierten RKO-Zellen nach Bestrahlung wurden im EdU Assay 

weiter charakterisiert und verifiziert. Durch den Einbau des Nukleosid-

Analogons EdU wurden dabei Zellen in aktiver DNA-Synthese markiert. Die Da-

ten sind so ein zuverlässiger Indikator für den Anteil an aktiven S-Phase-Zellen. 

 

Die bereits in der DAPI-Analyse gezeigte Verringerung an S-Phase-Zellen in 

ARID1B-depletierten Zellen 24 Stunden nach Bestrahlung konnte hier bestätigt 

werden. Zusätzlich wurde auch 4 Stunden nach Bestrahlung ein verminderter 

Anteil an S-Phase-Zellen gemessen, dieser Effekt war allerdings unabhängig 

von der Strahlendosis. 

a    b    c 

    
 
d 

 
Abbildung 14: Effekt von ARID1B-Knockdown auf EdU-Einbau nach Bestrahlung. 

Exponentiell wachsende RKO-Zellen wurden mit 0 Gy, 4 Gy und 10 Gy bestrahlt, zu angegebenen 

Zeitpunkten nach Bestrahlung für 2h mit EdU inkubiert und fixiert. Proben wurden mit Flowzytometrie 

analysiert und mit Multicycle Software (DAKO) quantifiziert. Gezeigt sind repräsentative Histogramme der 

EdU-positiven Fraktion nach Transfektion mit Lipofectaminen (a), siCtr (b), siARID1B (c) und Bestrahlung 

mit 4 Gy. Zellen wurden 24h nach Bestrahlung fixiert. (d) Repräsentative Daten aus 3-4 unabhängigen 

Experimenten; Fehlerbalken geben den Mittelwert und SEM an. Statistische Analyse: T-Test mit Holm-

Sidak Posttest, p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***) 
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3.5 Proliferation nach ARID1B-Knockdown  

Das primäre Ziel dieser Arbeit war es, Effekte von ARID1B-Knockdown auf die 

Strahlensensitivität zu evaluieren. Zunächst wurden die Effekte auf die Prolife-

ration der Zellen untersucht. Dazu verglichen wir zuerst das kurzfristige prolife-

rative Potential von ARID1A-mutierten und ARID1A wild-typ Zelllinien nach 

ARID1B-Knockdown. Die Daten der kurzfristigen Proliferations-Tests zeigen, 

dass die Depletion von ARID1B besonders in ARID1A wild-typ Zellen zu einer 

verminderten Proliferationsrate führt, während ARID1A-mutierte Zelllinien un-

beeinträchtigt blieben (Abbildung 15).  

 

 

 
 
 
 

Abbildung 15: Proliferation nach ARID1B-Knockdown. 

ARID1B-mutierte (a) und wild-typ (b) Zelllinien wurden mit siARID1B und siControl 48 Stunden lang trans-

fiziert und anschließend geerntet. Etwa 0,5 x 106 Zellen wurden in 25 cm2 Kulturfalschen eingesät, zu 

angegebenen Zeitpunkten geerntet und gezählt. Ergebnisse von 3 unabhängigen Ergebnissen sind ge-

zeigt. Statistische Analyse: Nichtlineare Regression mit F-Test, p Werte beschreiben signifikante Unter-

schiede zwischen siCtr und siARID1B. 
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Zusätzlich konnte das langfristige Überleben nach Herunterregulation von 

ARID1B mittels Kolonie-Assay bewertet werden. Die Platierungs-Effizienz, ein 

Maß für die Fähigkeit zur Koloniebildung und somit für das langfristige prolifera-

tive Potential, ging bei fast allen Zelllinien zurück. Besonders betont waren die 

Effekte in den ARID1A-wt Linien HCT15, HCT116, Colo320 (Abbildung 16). 

  
      

 
 
Abbildung 16: Effekt von ARID1B-Knockdown auf die Platierungs-Effizienz. 

(a) ARID1A-mutierte und ARID1A wild-typ Zelllinien wurden mit siARID1B und siControl transfiziert, geern-

tet, als Einzelzell-Suspension ausgesät und 12-16 Tage inkubiert. Kolonien wurden mit Kristallviolett ge-

färbt und manuell ausgezählt. Ergebnisse von 5-6 unabhängigen Ergebnissen sind gezeigt, Fehlerbalken 

geben den Mittelwert und SEM an. Statistische Analyse: two-way ANOVA, p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) und p 

< 0,0001 (****). (b) Exemplarische Bilder der Koloniebildung von RKO-Zellen.  
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3.6 Tumorkontrolle nach ARID1B-Knockdown 

Um die Effekte auf Strahlensensitivität und Proliferation nach ARID1B-

Knockdown weiter zu charakterisieren, wurde der Plaque-Monolayer Assay als 

in vitro Tumormodell verwendet. Hier wurden durch die Bestrahlung von 

Plaques bestehend aus ca. 1500 Zellen auch Effekte durch Zell-Zell-Interaktion 

und Botenstoffe der Tumorumgebung berücksichtigt, sowie der Effekt der 

Repopulierung nach Bestrahlung (Sak et al. 2012).  

 

In einer ersten Reihe von Experimenten wurden die Plaques mit Einzeldosen 

bestrahlt und die Tumorentwicklung über 6 Wochen dokumentiert. Als Endpunkt 

für Proliferation wurde eine zehnfache Zellzahlverdopplung bzw. 50% Kon-

fluenz in der Kammer gewertet, während nicht-proliferierende Tumoren als kon-

trolliert galten. Die Daten zeigen eine signifikante Sensitivierung nach Depletion 

von ARID1B, sowohl in getesteten Zelllinien mit, als auch ohne ARID1A-

Mutation. Die Strahlungsdosen für die Proliferationskontrolle von 50% aller Zell-

plaques, auch als „Tumor Control Dose 50 (TCD50)“ bezeichnet, waren in 

ARID1B-depletierten Zelllinien um 0,5 bis 2,2 Gy niedriger als in den jeweiligen 

Kontrollen. 

 
Um klinische Bestrahlungsprotokolle realistischer zu simulieren, wurden 

HCT15- und SW48-Zellen fraktioniert mit 4 Gy pro Tag bestrahlt, mit einer Ge-

samtdosis zwischen 0 und 28 Gy. Bestrahlung fand bis zur jeweiligen Maximal-

dosis täglich statt, bei 28 Gy entsprechend 7 Tage in Folge. Ähnlich wie nach 

der Einzeldosis-Bestrahlung wurde in beiden Zelllinien eine Sensitivierung nach 

ARID1B-Knockdown gezeigt. In HCT15 wurde die TCD50-Dosis nach fraktio-

niertem Protokoll um 3,2 Gy verringert, deutlich stärker als nach Einzeldosis-

Bestrahlung. 
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Abbildung 17: Effekt von ARID1B-Knockdown auf Tumorkontrolle nach Bestrahlung. (a) Monolayer aus je 

1500 Zellen wurden mit Einzeldosen von 0-24 Gy bestrahlt und über 6 Wochen begutachtet. Pro Dosis 

und Behandlung wurden 12 Replikate angesetzt. Gezeigt sind Ergebnisse von 2 unabhängigen Experi-

menten. Statistische Analyse: Nichtlineare Regression mit F-Test, p Werte beschreiben signifikante Unter-

schiede zwischen siCtr und siARID1B. (b) TCD50 Werte zu Experiment (a). (c) Monolayer wurden mit 4 

Gy täglich bestrahlt, mit Gesamtdosen von 0-28 Gy. Pro Dosis und Behandlung wurden 12 Replikate an-

gesetzt, gezeigt sind Ergebnisse von einem Experiment. (d) TCD50 Werte zu Experiment (c). 

TCD50 Lipofectamine siCtr. siARID1B 
LS180 (mt) 8,5 Gy 7,9 Gy 7,3 Gy 
SW48 (mt) 7,4 Gy 7,9 Gy 5,9 Gy 
HCT15 (wt) 9,2 Gy 9,5 Gy 8,2 Gy 
HCT116 (wt) 10,4 Gy 9,0 Gy 6,8 Gy 

TCD50 Lipofectamine siCtr. siARID1B 
SW48 (mt) 8,7 Gy 9,0 Gy 7,6 Gy 
HCT15 (wt) 19,4 Gy 17,1 Gy 13,9 Gy 
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4 Diskussion 
Die Forschung der letzten Jahre hat gezeigt, dass Tumor-spezifische Schwach-

stellen in der zellulären Reparatur von Strahlenschäden großes therapeutisches 

Potential haben (Yunos et al. 2020; Carrassa and Damia 2017; Morel et al. 

2017). Solche Schwachstellen zu identifizieren und zu evaluieren kommt des-

halb eine zentrale Rolle in der Entwicklung neuer therapeutischer Ansätze zu. 

Auch durch Mutationen im SWI/SNF-Komplex, welche die Chromatinstruktur 

modulieren (J. H. Park et al. 2006; Mohrmann and Verrijzer 2005), entstehen 

spezifische Veränderungen im Tumor, die solche Angriffspunkte bieten können 

(Savas and Skardasi 2018; Wilson and Roberts 2011; Schiaffino-Ortega et al. 

2014). Durch zielgerichteten Einsatz von auf das Chromatin wirkender Therapie 

kann so im Kontext dieser spezifischen SWI/SNF-Veränderungen Radiothera-

pie klinisch wirksamer eingesetzt werden. Im nicht-kleinzelligen Lungenkarzi-

nom wurde bereits beschrieben, dass in BRG1-mutierten NSCLC-Zellen BRM 

zu einer spezifischen Schwachstelle wird (Zernickel et al. 2018). In der vorlie-

genden Arbeit wurde untersucht, ob und wie ARID1B als Zielstruktur in kolorek-

talen Tumoren mit ARID1A-Mutation die Strahlensensitivität beeinflusst.  

 

Unsere Ergebnisse zeigen eine neue Strategie, mit der die Strahlensensitivität 

von ARID1A-mutierten kolorektalen Tumoren wirksam verbessert werden kann 

(Niedermaier et al. 2019). Die Daten aus dem Kolonie Assay ergeben, das 

ARID1B-Knockdown speziell in ARID1A-mutierten Tumorlinien zu verringertem 

Überleben nach Bestrahlung führt. Dieser Effekt war unabhängig von Prolifera-

tion und Platierungs-Effizienz der Zellen, was verdeutlicht, wie spezifisch 

ARID1B-Knockdown auf die Strahlensensitivität wirkt. Im Gegensatz dazu führ-

te ARID1B-Knockdown in Zelllinien ohne ARID1A-Mutation nicht zu Verände-

rungen der Strahlensensitivität, bis auf eine geringfügige Sensitivierung in 

HCT116. Die weitere Quantifizierung des sensitivierenden Effekts von ARID1B-

Knockdown, als Dosis-modifizierender Faktor, erlaubte einen Vergleich von 

ARID1A-Mutationsstatus und Sensitivierung. Hier zeigte sich die klare Korrela-

tion von ARID1A-Mutation und Strahlensensitivierung durch ARID1B-

Knockdown.  
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In ARID1A-mutierten CRC-Zelllinien führte ARID1B-Knockdown zu einer deutli-

chen, dosisabhängigen Strahlensensitivierung, die nicht von anti-proliferativen 

Effekten abhängig war. Verringerung in Proliferation oder Platierung-Effizienz 

war in diesen Zelllinien gering oder nicht vorhanden, was den spezifischen 

strahlensensitivierenden Effekt von ARID1B-Knockdown weiter hervorhebt. In 

der fraktionierten Bestrahlung von kolorektalen Karzinomen könnte dieser strah-

lensensitivierende Effekt daher auf eine große Wirkung multipliziert werden. 

Diese Ergebnisse stellen eine sehr präzise und definierte Schwachstelle von 

Tumoren mit ARID1A-Mutation dar, die aus den vielfältigen Veränderungen 

durch SWI/SNF-Mutationen heraussticht.  

 

Um die mechanistischen Hintergründe dieses Effekts weiter zu charakterisieren, 

untersuchten wir, ob ARID1B-Knockdown die Bildung von DSB-Reparatur Foci 

nach Bestrahlung beeinflusst. Da die Reparatur von Doppelstrangbrüchen we-

sentlich zur Strahlensensitivität beiträgt und der SWI/SNF-Komplex bereits mit 

verschiedenen Reparaturmechanismen in Verbindung gebracht wurde (Jeggo 

and Downs 2014), vermuteten wir hier die mechanistische Grundlage der Sen-

sitivierung durch Depletion von ARID1B. Übereinstimmend mit den Daten aus 

dem Kolonie-Assay führte Knockdown von ARID1B in allen ARID1A-mutierten 

Zelllinien zu einer signifikanten Verringerung an initialen Rad51 Foci. Dagegen 

hatte ARID1B-Knockdown in ARID1A wild-typ Zellen keinen Einfluss auf die 

Anzahl von Rad51 Foci, außer in HCT116. Genauso wurde die Bildung von 

Rad51 Foci auch in Fibroblasten, als Modell für Normalgewebe, nicht beein-

flusst. Rad51 Foci wurden in allen Zelllinien nur in Cyclin B1-positiven Zellen 

der G2-Phase ausgewertet – so zeigt dieser Assay besonders spezifisch die 

Aktivität der homologen Rekombination, die ja erst ab der späten S-Phase mög-

lich ist. Diese deutliche Korrelation von erhöhter Sensitivität und verringerter 

Bildung von Rad51 Foci nach ARID1B-Knockdown ist ein überzeugendes Ar-

gument dafür, dass die Ursache der erhöhten Strahlensensitivität Veränderun-

gen in der homologen Rekombination sind. 

 

Letztendlich ist auch denkbar, dass direkte Interaktionen von SWI/SNF-

Untereinheiten mit HR-Enzymen durch ARID1B-Knockdown verändert werden 

und zur erhöhten Strahlensensitivität in ARID1A-mutierten Zelllinien beitragen. 
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Jedoch sind diese direkten Interaktionen zwischen dem SWI/SNF-Komplex und 

DNA-Reparatur-Proteinen bisher größtenteils unbekannt. ARID1A wird von ATR 

zu DNA-Doppelstrangbrüchen rekrutiert (Bitler et al. 2015). Zusätzlich akkumu-

liert auch ARID1B an DNA-Doppelstrangbrüchen. Es wurde beschrieben, dass 

Knockdown von sowohl ARID1A als auch ARID1B zu verminderter Non-

Homologous End-Joining Aktivität führt (Watanabe et al. 2014). Obwohl wir in 

dieser Studie keinen Hinweis auf Veränderungen in der NHEJ-Reparatur als 

Ursache der erhöhten Strahlensensitivität von ARID1A-mutierten CRC-Zelllinien 

nach ARID1B-Knockdown finden konnten, schließt das mögliche Effekte auf 

den NHEJ-Signalweg keinesfalls aus. Insbesondere wurde berichtet, dass in 

ARID1A-mutierten Tumoren Dann-Doppelstrangbrüche schlechter von 53BP1 

erreicht werden können, was zu einem Rückgang der NHEJ-Aktivität führte (Y. 

Park et al. 2019). Im generellen Vergleich der SF2 Werte als Maß für Strahlen-

sensitivität von ARID1A-mutierten und ARID1A wild-typ Zelllinien sahen wir eine 

große Überschneidung der zwei Gruppen. Insgesamt muss gesagt werden, 

dass aus verschiedenen Studien gute Evidenz dafür besteht, das ARID1B-

Knockdown sowohl HR- als auch NHEJ-Aktivität beeinflussen kann. 

 

Eine andere denkbare Erklärung für die erhöhte Strahlensensitivität ist die Ver-

schiebung der Zellzyklusverteilung durch ARID1B-Knockdown hin zu sensitive-

ren Zellzyklusphasen. Die Strahlensensitivität variiert je nach Zellzyklusphase 

erheblich (Hall and Giacca 2006), jedoch konnten wir in der Zellzyklusanalyse 

mittels DAPI-Färbung keine Effekte von ARID1B-Knockdown nachweisen. Ob-

wohl die Rolle von ARID1B in der Zellzyklusregulation nicht abschließend ge-

klärt ist, macht das die Zellzyklusverteilung als maßgebliche mechanistische 

Ursache der Sensitivierung zumindest unwahrscheinlich. 

 

Während die spezifische Strahlensensitivierung nach ARID1B-Knockdown in 

ARID1A-mutierten Zelllinien kaum mit Effekten auf Proliferation und Platie-

rungs-Effizienz einherging, führte ARID1B-Knockdown in ARID1A wild-typ Zel-

len und in Fibroblasten zu einem deutlichen Rückgang der Proliferation ohne 

DNA-Schaden; hier aber ohne eine dosis-abhängige Sensitivierung. Zu diesen 

Effekten auf Normalgewebe muss allerdings gesagt werden, dass typische do-

sis-limitierende Gewebe um den Tumor oft nicht-proliferativ sind, sodass hier 
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keine entscheidende Einschränkung besteht. Weiterhin sind unsere Daten zu 

dem anti-proliferativen Effekt von ARID1B-Knockdown in ARID1A wild-typ Zel-

len übereinstimmend mit den bereits beschriebenen gegensätzlichen Rollen 

von ARID1A und ARID1B in der Tumorbiologie (Nagl et al. 2007). Entsprechend 

könnte Knockdown von ARID1B in wild-typ Zellen zu einem Überwiegen der die 

Proliferation bremsenden Eigenschaften von ARID1A führen, was zur vermin-

derten Proliferation von unbestrahlten ARID1A wild-typ Zellen führt. Dieser Zu-

sammenhang wurde auch von Wang und Kollegen beschrieben, die zeigten, 

dass Knockdown von ARID1B im ARID1A wild-typ Urothelkarzinom die Prolife-

rationsrate vermindert (B. Wang et al. 2017). Diese These unterstützen klini-

sche Beobachtungen, in denen hohe sowie niedrige Expression von ARID1A in 

mehreren Tumorarten mit schlechterem klinischen Outcome assoziiert waren (B. 

Wang et al. 2017; Xu et al. 2017; Shao et al. 2015; Chou et al. 2014; Yan et al. 

2014). Im Gegensatz dazu beschrieben Helming und Kollegen (2014) eine syn-

thetische Letalität von ARID1A und ARID1B in manchen ARID1A-mutierten ko-

lorektalen Tumorlinien, aber nicht in allen der Studie. In ausgewählten Zelllinien 

zeigten sie, das ARID1B-Knockdown bei ARID1A-Mutation zu verminderter 

Proliferation führt. 

 

Einen möglichen mechanistischen Hintergrund der verminderten Proliferation 

nach ARID1B-Knockdown beschrieben Shao und Kollegen (Shao et al. 2015) in 

Brustkrebs-Zellen. Sie zeigten, dass die Proliferationshemmung nach ARID1B-

Knockdown mit einer Verzögerung im Übergang von G1- zur S-Phase einher-

geht. Weiterhin wurde in ARID1B-defizienten humanen Fibroblasten eine ver-

zögerte Zellzyklusprogression von G1- zur S-Phase beobachtet (Sim et al. 

2014). Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen zeigen unsere Daten aus dem 

EdU Assay, dass in RKO-Zellen der Anteil aktiver S-Phase-Zellen nach 

ARID1B-Knockdown signifikant verringert ist. Dieser Effekt war mit und ohne 

Bestrahlung sichtbar. Allerdings war die Proliferation durch Depletion von 

ARID1B in dieser Zelllinie nicht signifikant verlangsamt, sondern in ARID1A 

wild-typ Linien HCT15, HCT116 und Colo320DM.  

 

Während wir in diesen Zelllinien in der DAPI-Zellzyklusanalyse keine Effekte 

durch ARID1B-Knockdown feststellen konnten, können wir anhand dieser Da-
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ten einen möglichen mechanistischen Zusammenhang von ARID1B-

Knockdown und Zellzyklusprogression nicht ausschließen. Die genauen Me-

chanismen hier bleiben weitgehend im Dunkeln, und benötigen weitere Experi-

mente zur Aufklärung. 

 

Die Daten aus dem Plaque-Monolayer Assay zeigen weiterhin, dass ARID1B-

Knockdown sowohl in ARID1A-mutierten als auch in ARID1A wild-typ Zelllinien 

die Tumorkontrolle verbessert. Die Bestrahlung der Mini-Monolayer, durch die 

die klinische Realität realistischer modelliert werden sollte, berücksichtigt neben 

strahlensensitivierenden Effekten von ARID1B-Knockdown auch Effekte auf 

Proliferation, Repopulierung und die Reparatur nicht-tödlicher Strahlenschäden 

(Stuschke et al. 1992). Dieser sensitive Assay zeigt die Wirksamkeit von 

ARID1B-Knockdown in kolorektalen Tumorlinien mit und ohne ARID1A-

Mutation, wobei die entscheidenden Wirkmechanismen hierbei größtenteils im 

Dunkeln bleiben und sich eventuell je nach ARID1A-Mutationsstatus deutlich 

unterscheiden. 

 

In dieser Arbeit zeigen wir, dass ARID1B-Knockdown ARID1A-mutierte kolorek-

tale Tumorlinien gegenüber ionisierender Strahlung sensitiviert, und zwar un-

abhängig von einer Hemmung der Proliferation. Diese Sensitivierung ging ein-

her mit einer Verminderung initialer Rad51 Foci, als Anzeichen für reduzierte 

homologe Rekombination. So wird es möglich, ARID1A-mutierte Tumoren über 

ARID1B als Angriffspunkt effektiv zu behandeln. Da ARID1B über sein E3 

Ubiquitin-Ligase aktives Zentrum einen Angriffspunkt für kleinmolekulare Inhibi-

toren bietet (Li et al. 2010), halten wir die Entwicklung eines solchen zielgerich-

teten Inhibitors für einen wichtigen nächsten Schritt. 

 

Ähnliche Ansätze, bei denen ARID1A-mutierte Tumoren mit zielgerichteten 

kleinmolekularen Inhibitoren behandelt werden, wurden bereits demonstriert. 

So zeigten Bitler und Kollegen, dass die EZH2 Methyltransferase zu einer spe-

zifischen Schwachstelle in ARID1A-mutierten Tumoren wird, über die im Sinne 

einer synthetischen Letalität mit einem kleinmolekularen Inhibitor das Wachs-

tum signifikant gehemmt werden kann (Bitler et al. 2015). Auch Inhibitoren der 

DNA-Schaden Checkpoint Kinase ATR wirken speziell in ARID1A-mutierten 
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Tumoren und bewirken eine signifikante Hemmung der Proliferation (Williamson 

et al. 2016). Weiterhin wurden auch PARP-Inhibitoren als spezifisch wirksam 

bei ARID1A-Mangel beschrieben (Shen et al. 2015). Entsprechend dieser Stra-

tegien wäre es sinnvoll, ARID1A-mutierte Tumoren gezielt mit einem ARID1B-

Inhibitor zu behandeln, um über eine Verminderung der homologen Rekombi-

nation die Strahlensensitivität zu verbessern. Während die oben beschriebenen 

Arbeiten mögliche Ansätze vorstellen, um das Wachstum von ARID1A-

mutierten Tumoren durch zielgerichtete kleinmolekulare Inhibitoren zu hemmen, 

zeigt diese Arbeit unseres Wissens nach zum ersten Mal, dass der ARID1A-

Mangel therapeutisch für die Verbesserung der Strahlensensitivität genutzt 

werden kann.  

 

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass in ARID1A-mutierten kolorektalen 

Tumorlinien durch ARID1B-Knockdown gezielt die Strahlensensitivität verbes-

sert werden kann. Diese Ergebnisse stellen ARID1B als neues therapeutisches 

Target vor, um die Strahlensensitivität von ARID1A-mutierten Tumoren zu ver-

bessern. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Diskussion 
 

 52  
 

5 Zusammenfassung 
Verlust der Switch/Sucrose Non-Fermentable (SWI/SNF) Untereinheit AT-Rich 

Interaction Domain 1A (ARID1A) ist im kolorektalen Karzinom eine der häufigs-

ten Mutationen und ist mit späten Tumorstadien, Fernmetastasen und schlech-

ter Differenzierung assoziiert. Die Identifikation von Tumor-spezifischen 

Schwachstellen im Kontext von solchen SWI/SNF-Mutationen kann von großer 

klinischer Relevanz sein und neue therapeutische Ansätze begründen, was für 

andere Untereinheiten bereits gezeigt wurde. Vor diesem Hintergrund sollte in 

der vorliegenden Arbeit evaluiert werden, ob man AT-Rich Interaction Domain 

1B (ARID1B) als potentielle Schwachstelle in ARID1A-mutierten Tumoren be-

nutzen kann, um gezielt die Strahlensensitivität zu verbessern.  

 

Um den Effekt von ARID1B-Knockdown zu untersuchen, wurde mit kolorektalen 

Tumorlinien mit wild-typ ARID1A und mit ARID1A-Mutation gearbeitet. Die Da-

ten aus dem Kolonie Assay zeigen, dass ARID1B-Knockdown spezifisch in 

ARID1A-mutierten kolorektalen Tumorlinien zu verringertem Überleben nach 

Bestrahlung führt. In ARID1A wild-typ Tumorlinien und in Fibroblasten als Mo-

dell für Normalgewebe wurde die Strahlensensitivität nicht beeinflusst. Diese 

Ergebnisse beschreiben einen klar definierten Effekt auf die Strahlensensitivität, 

der unabhängig von proliferationshemmenden Effekten ist. Um mögliche me-

chanistische Ursachen der ARID1B-abhängigen Sensitivierung von ARID1A-

mutierten Zelllinien zu untersuchen, wurden Doppelstrangbruch-

Reparatursignale und Zellzykluseffekte untersucht. Übereinstimmend mit den 

Ergebnissen des Kolonie Assay zeigen die Daten aus der Immunfluoreszenz in 

ARID1A-mutierten Zelllinien einen deutlichen Rückgang an initialen Rad51 Foci 

nach Bestrahlung. Dies interpretieren wir als verminderte Aktivität der HR-

Reparatur als Folge von ARID1B-Knockdown in ARID1A-mutierten Zelllinien.  

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass im Kontext von ARID1A-Mutation ARID1B zu 

einer spezifischen Schwachstelle wird. Dieser neue therapeutische Ansatz hat 

das Potential, klinisch bedeutsam zu werden und in ARID1A-mutierten Tumoren 

einen effektiveren Einsatz von Strahlentherapie durch Kombination mit auf 

ARID1B gezielter Therapie zu ermöglichen. 
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7.3 Abkürzungsverzeichnis 

bp  Basen Paare 

DDR  DNA Damage Repair (DNA-Reparatur) 

DSB  Doppelstrangbruch 

h  Stunden 

HR  Homologe Rekombination 

IF  Immunfluoreszenz 

IR  Irradiation (=Bestrahlung) 

mt  Mutiert 

min  Minuten 

NHEJ  Non-Homologous End-Joining 

n.s.  nicht signifikant 

PE  Platierungs-Effizienz, Plating Efficiency 

RT  Raumtemperatur 

SF  Surviving Fraction 

WB  Western Blot 

wt  Wild-Typ 
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