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2 Zusammenfassung 

2.1 Deutsche Zusammenfassung 
Der Verlust der Heterozygotie (engl. loss of heterozygosity, kurz LOH) von Chromosom 1p und 6q bei 

Meningeomen ist seit mehr als zwei Jahrzehnten bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass die Deletion 

von Chromosom 1p36 ein unabhängiger Marker für das Wiederauftreten und Fortschreiten von Menin-

geomen ist. ARID1A ist ein Tumorsuppressorgen auf Chromosom 1p36.11 und das resultierende Protein 

ARID1A ist Teil des Chromatin-regulierenden SWI/SNF-Komplexes, dessen Untereinheiten in 20 % 

aller Tumorentitäten mutiert sind. Diese Arbeit untersucht, ob sich Tumore mit oder ohne LOH auf 

Chromosom 1p in der ARID1A-Expression unterscheiden. Da aktuelle Methoden wie die Immunhisto-

chemie nur semiquantitative Messungen erlauben, wird ein indirekter Enzyme-linked Immunosorbent 

Assay (ELISA) für ARID1A entwickelt, dessen Validierung auf den aktuellen EMA- und FDA-

Kriterien basiert. Die Auswertung zeigt, dass dieser ELISA eine objektive, genaue und präzise Quanti-

fizierung der ARID1A-Konzentration in rekombinanten Proteinlösungen, Zellkulturstandards und Tu-

mor-Gewebelysaten ermöglicht. So ergibt die Analyse der Standardkurven von 11 ELISA-Platten an 

unterschiedlichen Tagen eine Korrektheit (R2) von 0,99, die inter-assay Genauigkeit liegt bei 90,26 % 

und die inter-assay Präzision kann mit einem Variationskoeffizienten von 4,53 % angegeben werden. 

Der ELISA wird nachfolgend verwendet, um in 61 Meningeomen die ARID1A-Konzentrationen zu 

messen. Die Ergebnisse zeigen, dass Meningeome mit LOH 1p im Vergleich zu Tumoren ohne LOH 1p 

signifikant niedrigere ARID1A-Werte aufweisen. Neben der statistischen Signifikanz ergibt die Ana-

lyse, dass der ARID1A-Konzentrationsverlust in Tumoren mit LOH 1p im Mittel bis zu 32 % (p = 

0,0172) beträgt, weshalb eine biochemische Relevanz sinnvoll erscheint. Es kann weiterhin gezeigt wer-

den, dass Tumore mit Rezidiven und multifokalen Lokalisationen signifikant niedrigere ARID1A-Level 

aufweisen als solche ohne diese Merkmale (p < 0,05). Als weitere Fragestellung wird der LOH auf 

Chromosom 6q analysiert, der ebenfalls in höhergradigen Meningeomen gehäuft auftritt. Das auf Bande 

6q25.3 gelegene Gen ARID1B könnte bei einer LOH demzufolge eine entscheidende Rolle in der Ma-

lignisierung von ARID1A-deletierten Tumoren spielen. Hierfür werden in einer Polymerase chain reac-

tion (PCR) mehrere Sonden für das Chromosom 6q mit dem Fokus auf ARID1B getestet. Die detaillierte 

Analyse ergibt eine signifikante und starke Korrelation zwischen LOH 1p und LOH 6q bei vier Sonden 

(p < 0,0001), was darauf hindeutet, dass der duale Verlust der beiden SWI/SNF-Komplex Untereinhei-

ten ARID1A und ARID1B eine treibende Rolle in der Tumorpathogenese von Meningeomen spielen 

könnte. Die kausale Erklärung des Effekts der LOH 1p durch einen ARID1A-Verlust ist eine wesentli-

che Erkenntnis dieser Arbeit. Dieser kann sowohl diagnostische als auch prognostische Folgen für den 

Patienten haben, wobei eine gezielte Behandlungsstrategie mit PARP- und/oder ATR-Inhibitoren in Zu-

kunft evaluiert werden könnte. Außerdem kann die dargestellte ELISA-Methode durch objektive und 

präzise Messungen sowie eine hohe Reproduzierbarkeit mit folglich hohem Probendurchsatz zur Be-

stimmung der ARID1A-Konzentration in verschiedenen Tumorentitäten verwendet werden.  
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2.2 Summary 
Biochemical and molecular biological analysis of the proteins ARID1A and ARID1B in         

meningioma using an Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

 
Loss of heterozygosity (LOH) of chromosome 1p and 6q in meningiomas has been known for more than 

two decades. Loss of chromosome 1p36 has been shown to be an independent marker for the recurrence 

and progression of meningiomas. ARID1A is a tumor suppressor gene on chromosome 1p36.11 and its 

protein ARID1A is part of the chromatin remodeling SWI/SNF complex, whose subunits are mutated 

in 20 % of all tumor entities. This work investigates whether tumors with or without chromosome LOH 

1p differ in ARID1A expression. Since current methods such as immunohistochemistry only allow semi-

quantitative measurements, an indirect Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) for ARID1A is 

developed. Validation of this method is based on the current EMA and FDA criteria. The ELISA is 

shown to provide objective, accurate and precise quantification of ARID1A levels in recombinant pro-

tein solutions, cell culture standards and tumor tissue lysates. The analysis of the standard curves of 11 

ELISA plates on different days results in a correctness (R2) of 0.99, the inter-assay accuracy is 90.26 % 

and the inter-assay precision can be stated with a coefficient of variation of 4.53 %. The ELISA was 

subsequently used to measure ARID1A levels in 61 meningiomas. The results show that meningiomas 

with LOH 1p have significantly lower ARID1A levels compared to tumors without LOH 1p. In addition 

to statistical significance, the analysis shows that the loss of ARID1A concentration in tumors with LOH 

1p is on average up to 32% (p = 0.0172), therefore a biochemical relevance seems reasonable. Further-

more, it can also be shown that tumors with recurrences and multifocal localizations have significantly 

lower ARID1A levels compared to those without these features (p < 0.05). The LOH on chromosome 

6q, which also occurs more frequently in higher-grade meningiomas, is analyzed, as there are indications 

that the ARID1B gene located on band 6q25.3 plays a decisive role in the malignization of ARID1A-

deleted tumors. For this purpose, several probes for chromosome 6q with a focus on ARID1B are tested 

in a polymerase chain reaction (PCR). Detailed analysis reveals a significant and strong correlation 

between LOH 1p and LOH 6q in four probes (p < 0.0001), suggesting that the dual loss of the two 

SWI/SNF complex subunits ARID1A and ARID1B may play a driving role in the tumor pathogenesis 

of meningioma. The causal explanation of the effect from LOH 1p by ARID1A loss is a key finding of 

this work. This may have both diagnostic and prognostic implications for the patient, and a targeted 

treatment strategy for example with PARP and/or ATR inhibitors could be evaluated in the future. Fur-

thermore, the presented ELISA method can be used to determine the ARID1A concentration in different 

tumor entities due to objective and precise measurements as well as high reproducibility and conse-

quently high sample throughput.
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3 Einleitung 

3.1 Meningeome  
Im Folgenden werden neben der Ätiologie allgemeine Fakten und Zahlen zu Meningeomen erläutert, 

sodass eine Einordnung dieser Tumorentität in den Gesamtkontext möglich ist. 

3.1.1 Ätiologie 

Der Begriff Meningeom (engl. meningioma) stammt aus einer Publikation von Harvey Cushing (1922), 

der beschrieb, dass diese Tumore zwar oft an der Dura mater befestigt sind, allerdings der Ursprung 

eher in Elementen der daruntergelegenen Arachnoidea anzusehen ist [26]. Nachfolgend wurde diese 

Theorie bestätigt, da man zeigen konnte, dass die Tumorzellen der Meningeome mesenchymaler Her-

kunft sind und den arachnoidalen Deckzellen entstammen [51,82]. Für das Auftreten von Meningeomen 

wurden Risikofaktoren identifiziert, die im Folgenden näher beschrieben werden [25]. 

Radiotherapie  

Bestrahlungen, beispielsweise aufgrund von Tinea capitis im Kindesalter, können nach Sadetzki et al. 

(2005) dosisabhängig zu einem erhöhten Risiko für das Auftreten von Meningeomen führen, das auch 

nach mehr als 30 Jahren nach primärer Exposition bestehen bleibt [97]. Zudem gibt es Hinweise, dass 

die nach einer Bestrahlung entstandenen Meningeome aggressiver wachsen, häufiger rezidivieren, einen 

höheren WHO-Grad besitzen und vermehrt molekulargenetische Veränderungen wie Chromosom 1p- 

und 6q-Verluste aufweisen [2]. Außerdem verkürzt sich bei höherer Strahlendosis die Latenzzeit bis 

zum Auftreten des Meningeoms, sodass auch insbesondere jüngere Patienten betroffen sind [113].  

Hormonelle Abhängigkeit 

Korhonen et al. (2006) haben analysiert, dass Meningeome in 88 % Progesteron-, 40 % Östrogen- und 

39 % Androgen-Rezeptoren exprimieren, sodass ein hormonabhängiges Wachstum vermutet wird [58]. 

Neben dieser histologischen Beobachtung gibt es auch die, dass Frauen häufiger an Meningeomen er-

kranken als Männer, was in Abschnitt 3.1.2 genauer erläutert wird (siehe Tabelle 1) [45]. Allerdings 

konnten Erklärungsversuche für diese Beobachtungen nicht bestätigt werden, sodass der Zusammen-

hang unklar bleibt [58].  

3.1.2 Epidemiologie  

Aus einem sehr großen Krebsregister aus den USA, dem Central Brain Tumor Registry of the United 

States (CBTRUS) mit 455.000 Einträgen, weiß man, dass die meisten – ca. 41 % – aller diagnostizierten 

Neoplasien in der Gruppe der primären Hirntumore Meningeome sind, gefolgt von Tumoren der Hypo-

physe mit 17 % und Glioblastomen mit 14 % [83]. Neben diesen zu Lebzeiten entdeckten Meningeomen 

ist aus Autopsie Studien bekannt, dass sich in etwa 2-3 % aller Autopsien sogenannte inzidentelle Me-

ningeome finden lassen [77], die häufig ein gutartiges Wachstumsverhalten besitzen [47].  
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Diese Arbeit beschäftigt sich mit Patienten1, die in der Uniklinik des Saarlandes behandelt wurden, wes-

halb sich der nachfolgende Abschnitt im Besonderen auf Holleczek et al. (2019) bezieht, die in ihrer 

epidemiologischen Studie Daten aus dem Krebsregister des Saarlandes verwendet haben [45].  

Alter 

Das mittlere Alter bei Diagnosestellung liegt bei ca. 63 Jahren [45]. Eine genauere Auswertung der 

altersspezifischen Inzidenz zeigt, dass Meningeome im Kindesalter bis zum 14. Lebensjahr zu den sel-

teneren primären Hirntumoren zählen und etwa ab dem 20-24. Lebensjahr die Inzidenz kontinuierlich 

ansteigt [45,83]. Betrachtet man die Gruppe der über 75-Jährigen, so beobachtet man hier neben einer 

hohen Inzidenz auch einen Anstieg der Mortalität [45]. 

Inzidenz, Geschlecht und WHO-Grad  

Holleczek et al. (2019) beschreiben ein Verhältnis von Frauen zu Männer (F:M Verhältnis), das bei 

2,53:1 liegt, wobei insgesamt etwa 72 % der Meningeome bei Frauen auftreten (siehe Tabelle 1). Auf 

die Inzidenz bezogen bedeutet dies für Deutschland, dass ca. 2,5 und 5,8 Fälle pro 100.000 Männer bzw. 

Frauen jedes Jahr diagnostiziert werden [45].  

Meningeome lassen sich in drei Prognosegruppen – WHO-Grad 1, 2 und 3 – einteilen, auf die in Ab-

schnitt 2.1.5. genauer eingegangen wird. Zur Verteilung auf die drei WHO-Grade beschreiben Holl-

eczek et al. (2019), dass etwa 70 % der Meningeome dem Grad 1, 28 % dem Grad 2 und 3 % dem Grad 

3 entsprechen (siehe Tabelle 1) [45].  

Betrachtet man den Zusammenhang zwischen WHO-Graden und dem Geschlecht, so ergibt sich, dass 

sich in gutartigen Tumoren ein höheres Frauen zu Männer-Verhältnis von bis zu 3:1 vorliegt, das sich 

in höhergradigeren Meningeomen hin zu den Männern verschiebt mit 1,7:1 [45,83].  

3.1.3 Prognose und Rezidivrate 

Insgesamt haben Meningeome eine gute Prognose, da die 5-Jahres Überlebensrate durchschnittlich bei 

85 % liegt und die 10-Jahresüberlebensrate (10-JÜR) bei 72 %. Betrachtet man allerdings die 10-Jahre-

süberlebensrate verteilt über die WHO-Grade, so beschreiben Holleczek et al. (2019) 77 % für Grad 1, 

71 % für Grad 2 und 23 % für Grad 3, was auch in Tabelle 1 sichtbar wird [45]. Das mediane Überleben 

bei einem Grad 3 Tumor liegt somit bei vier Jahren und einem Monat [45].  

Neben dem Überleben ist für den Patienten insbesondere das Auftreten eines Rezidivs entscheidend. 

Holleczek et al. (2019) sehen eine 5- bzw. 10-Jahresrezidivrate (10-JRR) von durchschnittlich 5 % bzw. 

9 % [45]. Auch hier sieht man einen Unterschied in der Verteilung über die drei WHO-Grade. Die 

Autoren berichten, dass nach 10 Jahren im Durchschnitt 6 %, 17 % bzw. 30 % der Patienten mit einem 

 
1 Die in dieser Arbeit gewählte männliche Form bezieht sich immer zugleich auf weibliche, männliche und diverse 

Personen. Auf eine Mehrfachbezeichnung wird in der Regel zugunsten einer besseren Lesbarkeit verzichtet. 
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Meningeom des WHO-Grades 1, 2 bzw. 3 ein Rezidiv erleiden [45]. Sowohl die 10-JÜR als auch die 

10-JRR unterliegen geschlechtsspezifischen Unterschieden (siehe Tabelle 1) [45].    

Vergleicht man diese Daten mit anderen Quellen, so zeigt sich, dass die WHO-Klassifikation 2021 bei-

spielsweise für Grad 1 Meningeome generelle Rezidivraten von 7-25 % angibt, wobei ein Grad 2 oder 

3 Meningeom in 29-52 % bzw. 50-94 % der Fälle rezidiviert [131]. Es ist jedoch anzumerken, dass sich 

diese Rezidivhäufigkeiten auf die Lebensspanne beziehen, sodass diese Abweichungen durchaus nach-

vollziehbar sind. Rogers et al. (2015) beschreiben in der Analyse von 923 Patienten mit Grad 1 und 

Simpson Grad I-III Resektion (siehe Abschnitt 3.1.8) eine 15-Jahresrezidivrate von 24-60 % [94], wes-

halb sich zusammenfassend sagen lässt, dass Rezidive im Verlauf durchaus wahrscheinlich sind und in 

einem Beobachtungsregime berücksichtigt werden sollten [6]. 

 

Kategorie 10-JÜR 10-JRR F:M Verhältnis Bemerkung 
Insgesamt 72 % 9 % 2,53:1 41 % der primären Hirntumore [83] 
WHO-Grad 1 77 % 6 % 3:1 70 % aller Mening. 
WHO-Grad 2 71 % 17 % 1,7:1 28 % aller Mening. 
WHO-Grad 3 23 % 30 % 3 % aller Mening. 
Frauen 73 % 8 % k.A. Kein signifikanter Unterschied Männer 69 % 12 % k.A. 

Tabelle 1. Tabellarische Zusammenfassung epidemiologischer Daten zu Meningeomen nach Holleczek 
et al. (2019) [45]. 
Legende: „10-JÜR“ beschreibt die 10-Jahresüberlebensrate, wohingegen „10-JRR“ für die 10-Jahresre-
zidivrate steht. Das „F:M Verhältnis“ meint das Frauen zu Männer-Verhältnis und die Abkürzung „Me-
ning.“ steht für Meningeome. „k.A.“ bedeutet der Wert ist nicht anzugeben. Erklärungen siehe Text.  

 

3.1.4 Lokalisation 

Etwa 90 % aller Meningeome befinden sich intrakraniell und nur in ca. 10 % sind die Ausgangsgewebe 

dieser Tumore die spinalen Meningen [45]. Intrakraniell finden sich Meningeome sowohl an der Schä-

delbasis, etwa in der Olfaktoriusrinne, dem Tuberculum sellae, in der spheno-orbitalen Region, der pa-

rasellären Region oder im Bereich der sphenoidalen Flügels, als auch außerhalb der Schädelbasis wie 

beispielsweise in der cerebralen Konvexität, der Falx, der parasagittalen Region, der tentoriellen Region 

oder im Bereich der cerebellären Konvexität [67].  

Mehrere Studien beschreiben, dass Meningeome an der Schädelbasis oder in spinaler Lage seltener ei-

nen histologisch höhergradigen Subtyp aufweisen, kleiner sind, weniger Rezidive verursachen [22,67] 

und molekularbiologische Unterschiede aufweisen (vgl. Abschnitt 3.1.7) [22].  

3.1.5 Klinische Symptomatik 

Die klinisch-neurologische Symptomatik beschränkt sich im Wesentlichen auf fokal neurologische De-

fizite in Abhängigkeit der Tumorlokalisation, erhöhten intrakraniellen Druck, Epilepsie oder unspezifi-

sche Symptome wie Tinnitus oder Kopfschmerzen [6].  
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3.1.6 Klassifikation 

Meningeome werden nach der WHO-Klassifikation für Tumore des zentralen Nervensystems eingeteilt, 

die in ihrer neuesten fünften Auflage im Jahr 2021 erschienen ist [131]. Im Vergleich zur vierten Edition 

aus dem Jahr 2016 [63] wurden zum Beispiel mit dem Telomerase reverse Transkriptase (TERT)-

Promotor- und der Cyclin dependent kinase inhibitor 2A/B (CDKN2A/B-) Mutation molekularpatholo-

gische Kriterien in die Diagnostik integriert, die bisher nur zu wissenschaftlichen Zwecken dienten 

[131]. Ein Vorschlag wie etwa die Gradierung von Meningeomen anhand von Methylierungsprofilen 

durch Sahm et al. (2017) spielt in der aktuellen Fassung keine zentrale Rolle [98]. Wie in Abbildung 1 

ersichtlich wird, beruht die Einteilung vor allem auf histologischen Kriterien.  

 

 

Abbildung 1. Einteilung der Meningeome nach WHO-Klassifikation aus dem Jahr 2021 [131]. 
Legende: Nach der Einteilung in 15 histologischen Subtypen wird eine Höhergradierung anhand der 
Grad 2 (orange) und Grad 3 (rot) Kriterien erwogen. Die Grad 1 Subtypen (grün) wurden um zwei 
ehemals als Grad 3 gewertete Subtypen (türkis) erweitert. Zur genaueren Klassifikation siehe Erläute-
rungen im Text.  
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In Kürze funktioniert die Klassifikation so, dass zunächst ein histologischer Subtyp identifiziert wird 

und nachfolgend die Grad 2 und Grad 3 Kriterien geprüft werden. Für den Grad 2 sind diese prognosti-

schen Kriterien (a) eine erhöhte Mitoserate von 4-19 Mitosen pro 10 HPF (high power field = engl. für 

hochaufgelöstes Gesichtsfeld), (b) eine eindeutige Hirninvasion des Tumors in das angrenzende Gehirn-

parenchym, oder (c) es liegen drei der folgenden fünf Kriterien vor: erhöhte Zelldichte, „Small cell 

change“ (engl. für eine Anhäufung kleiner Tumorzellen als Zellverband), prominente Nukleoli, „Shee-

ting“ (engl. für ein flächiges Wachstum, der sonst in Zügen und Wirbeln organisierten Tumorzellver-

bände) oder Nekrosen. Trifft eines dieser Kriterien zu, wird ein atypisches Meningeom WHO-Grad 2 

diagnostiziert. Ein histologisch klarzelliger oder chordoider Subtyp, wird sofort als Grad 2 gewertet. 

Ein Grad 3 Meningeom kann vorliegen, sofern eines der nachfolgenden Kriterien zutrifft: (a) die Mito-

serate liegt bei über 20 Mitosen pro 10 HPF, (b) der Tumor besitzt histologisch ein Sarkom-, Karzinom- 

oder Melanom-ähnliches Aussehen, (c) eine TERT-Promotormutation oder (d) eine homozygote Dele-

tion von CDKN2A und/oder CDKN2B liegt vor (siehe Abbildung 1) [131].  

Im Folgenden Abschnitt soll auf die molekularpathologischen Veränderungen in Meningeomen detail-

lierter eingegangen werden. Allerdings ist es wichtig anzumerken, dass die TERT-Promotor Mutation 

[74] und die homozygote Deletion von CDKN2A und/oder CDKN2B [107] bisher die einzigen unabhän-

gigen Risikofaktoren sind, die in der aktuellen WHO-Klassifikation berücksichtigt werden (siehe Ab-

bildung 1, 2) [131].  

 

3.1.7 Die molekularpathologischen Veränderungen in Meningeomen: Von der 

Pathogenese bis hin zur Malignisierung 

Histologische Unterschiede in Meningeomen spielen bis heute eine wichtige Rolle in Meningeomen 

[131], allerdings geht man nach aktuellem Forschungstand davon aus, dass die meisten Tumore geneti-

sche oder epigenetische Veränderungen in sich tragen [125], die sowohl für die Diagnose als auch für 

die Prognose entscheidend sind [27]. Zu den genetischen Veränderungen gehören beispielweise Muta-

tionen, Genkopienzahlvariationen (engl. gene copy number variations, CNV) oder der Verlust der He-

terozygotie (engl. loss of heterozygosity, LOH). Dem gegenüber stehen epigenetische Prinzipien wie 

etwa Veränderungen in Histonen oder der DNA Methylierung, sowie der Imprintingverlust (engl. loss 

of imprinting, LOI) [125].  

In den nachgeschalteten transkriptionellen Signalwegen tragen zwei generelle Prinzipien zur Tumorent-

stehung bei: die Aktivierung von Proto-Onkogenen oder der Verlust von Tumorsuppressorgenen [125]. 

Die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen wurde erstmals durch das Zwei-Treffer-Modell von 

Knudson (1971) vorgestellt [56]. Hierbei fand der Autor heraus, dass erst die Kombination aus Mutation 

und einer weiteren Mutation oder einem Allel-Verlust etwa durch einen LOH zum Aufteten von Tumo-

ren führt. Das einzelne Ereignis hat allerdings keinen Einfluss auf die Malignität [57].  
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Im Rahmen dieser Arbeit spielt das Zwei-Treffer-Modell eine wichtige Rolle. Im Folgenden wird nun 

das bisherige Wissen über die molekularpathologischen Veränderungen in Meningeomen erläutert.  

Häufigkeiten der Chromosomenverluste 

Betrachtet man zunächst die Verluste von Chromosomenabschnitten in einer Studie von Driver et al. 

(2021) mit 527 Meningeomen, zeigen sich in absteigender Reihenfolge die folgenden Häufigkeiten: 22q 

(61 %), 1p (36 %), 6q (21 %), 14q/18q (beide 19 %), 18p (17 %), 7p (13 %), 3p/20p (beide 12 %), 

1q/6p/10q/20q (alle 11 %). Die seltenen Chromosomengewinne sind in Abbildung 2 ersichtlich. Der 

Verlust der auf Chromosom 9p21 gelegenen Gene CDKN2A oder CDKN2B wird in 5 % gefunden [27].  

Der Verlust des Neurofibromatose Typ 2 Gens in Meningeomen  

Trofatter et al. (1993) und Rouleau et al. (1993) konnten den Verlust im Sinne eines LOH des Chromo-

soms 22q, der in Meningeomen mit circa 61 % am häufigsten auftritt, dem auf Bande 22q12.1 gelegenen 

Tumorsuppressorgen Neurofibromatose Typ 2 (NF2) zuordnen, das für das Protein Merlin kodiert 

[95,119]. Dieses Gen ist auch verantwortlich für die autosomal dominante vererbte Neurofibromatose 

Typ 2, die mit typischerweise mit multiplen Meningeomen und/oder bilateralen Vestibularisschwanno-

men einhergeht [89]. Neben Genverlusten gibt es auch Mutationen des NF2 Gens. Beide Gruppen zu-

sammen, kennzeichnen über eine Fehlfunktion im Merlin Protein die Gruppe der NF2 Meningeome 

(siehe Abbildung 2) [22]. Meningeome dieser Gruppe werden häufiger als höhergradig eingestuft und 

finden sich öfter in den cerebralen und cerebellären Hemisphären. Davon abzugrenzen ist die Gruppe 

der non-NF2 Meningeome, die insbesondere Mutationen in den TRAF7-, KLF4-, AKT1- und SMO-

Genen zeigen und eher gutartig wachsen [22,131]. 

Modell der klonalen zytogenetischen Evolution von Meningeomen nach Ketter et al. (2007)[53] 

Andere Chromosomenverluste konnten bisher nicht explizit einem Gen zugewiesen werden. Allerdings 

weiß man, dass es eine Reihenfolge der chromosomalen Verluste gibt [53,130]. So beschreiben Weber 

et al. (1997) in ihrer Studie, dass einzelne Zellen möglicherweise nacheinander unterschiedliche gene-

tische Veränderungen erfahren müssen, sodass letztendlich ein sich schnell teilender Klon die Grundlage 

für die Tumorentstehung bildet [130]. Ein darauf aufbauendes Modell liefern Ketter et al. (2007), indem 

sie mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH-) Analyse onkogenetische Stammbäume erstellt 

haben, in denen der erste Verlust immer das Chromosom 22q betrifft, gefolgt vom LOH 1p. Danach gibt 

es die zwei Möglichkeiten, dass entweder ein Verlust von Chromosom 6q folgt oder eines der Chromo-

somen 19, 18 oder 10 verloren geht (siehe Abbildung 2). Die Autoren haben außerdem gezeigt, dass 

man einen einzelnen Tumor nach seinem häufigsten zytogenetischen Muster einteilen und darauf basie-

rend seine Prognose besser abschätzen kann als nach der WHO-Klassifikation [53]. Die Erkenntnisse 

von Ketter et al. (2007) können weiterhin in aktuellen Studien belegt werden, sodass dem LOH eine 

entscheidende – wenn auch unvollständig verstandene – Rolle in Meningeomen zugerechnet wird [27].  
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Verlust des Chromosom 1p im Sinne eines LOH 

In der bereits erwähnten Studie von Driver et al. (2021) weisen 36 % der 527 Meningeome einen Verlust 

des Chromosoms 1p auf, der mit einem ca. 7,31-fach erhöhten Hazard Ratio (engl. für Risikoverhältnis) 

für das Auftreten eines Rezidivs assoziiert ist [27]. Diese Erkenntnis wurde bereits von Linsler et al. 

(2014) beschrieben, wobei die Autoren zeigen konnten, dass der Chromosomenabschnitt 1p36 als ein 

unabhängiger Prädiktor für das Auftreten eines Rezidiv sowie die Progression eines Meningeoms ange-

sehen werden kann [62]. Der Verlusts des Chromosoms 1p ist nach dem Verlust von Chromosom 22q 

die zweithäufigste Anomalie, sodass diesem Chromosom und insbesondere der Region 1p36 eine be-

sondere Rolle in Meningeomen zugeschrieben wird [27,53,62,95,119,123,130].  

In der Folge wurde versucht diesem Verlust der Heterozygotie auf Chromosom 1p36 ein Gen zuzuwei-

sen und es konnte gezeigt werden, dass die DNA-Verluste insbesondere den Abschnitt des AT-rich in-

teractive domain-containing protein 1A (ARID1A), einem Tumorsuppressorgen auf Chromosom 

1p36.11 beinhalten [12,13,50]. 

ARID1A-LOH in Meningeomen  

Pemov et al. (2020) beschreiben in ihrer Studie die Wachstumsraten von Meningeomen in Neurofibro-

matose Typ 2 erkrankten Patienten. Das Meningeom mit der schnellsten Wachstumsrate wies interes-

santerweise einen LOH der Gene ARID1A und SMARCE1 (SWI/SNF-related matrix-associated actin-

dependent regulator of chromatin subfamily E member 1) auf, sodass eine kombinierte Mutation mög-

licherweise eine wichtige Rolle in dem Wachstumsverhalten von Meningeomen besitzt [87]. Weitere 

LOH-Analysen zu ARID1A fehlen.  

Abbildung 2. LOH nach Ketter et al. (2007) [27]. 
Legende: Meningeome der WHO-Grade 1 (grün), 2 (orange) und 3 (rot) entstehen aus arachnoidalen 
Deckzellen (weiß, oben) unter anderem durch aufeinanderfolgende LOH (losses of heterozygosity). 
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Verlust des Chromosom 6q im Sinne einer LOH 

Driver et al. (2021) fanden einen Verlust auf Teilen des Chromosoms 6q in 21 % der Fälle, wobei der 

Verlust mit einem Hazard Ratio von 6,89 für Rezidive korreliert ist [27]. Daher scheint dieser Verlust 

eine relevante Molekularpathologie in Meningeomen zu sein.  

Weiterhin ist es interessant, dass sich in dem Modell von Ketter et al. (2007) zum einen zeigt, dass 

diesen 6q-Verlusten Verluste der Chromosomen 22q und 1p vorangehen und zum anderen, dass danach 

keine weiteren spezifischen Verluste folgen [53]. Da sich eben diese molekularpathologischen Verän-

derungen in anaplastischen WHO-Grad 3 Meningeomen häufen, wurde bereits von Weber et al. (1997) 

beschrieben, dass 6q-Verluste in dieser Gruppe die vierthäufigsten sind, mit etwa 53 % [130]. Weitere 

Arbeiten zu 6q-Verlusten in Meningeomen konnten diese Häufung bis jetzt nicht endgültig erklären 

[25,88], wobei zwei Gene des SWI/SNF Komplexes (Switch/sucrose non-fermentable complex) als 

mögliche Treiber der Tumorpathogenese von Meningeomen angesehen werden: AT-rich interactive do-

main-containing protein 1B (ARID1B), auf Chromosom 6q25.3, oder PHD finger protein 10 (PHF10), 

auf Chromosom 6q27 [25,41]. Wie auch ARID1A sind die korrespondierenden Proteine ARID1B und 

PHF10 Untereinheiten des SWI/SNF Komplexes, der sowohl strukturell in den Abschnitten 3.2.1 und 

3.2.2 als auch funktionell in Abschnitt 3.2.3 erläutert wird.  

3.1.8 Therapie 

Die Erstlinien-Therapie des Meningeoms ist die Operation [6], was auch dadurch bestätigt wird, dass in 

der Studie von Holleczek et al. (2019) 92 % der Patienten durch eine Operation therapiert wurden [45]. 

Der Resektionszustand und die damit einhergehende Prognose wird post-operativ nach Simpson (1957) 

in fünf Grade eingeteilt, wobei der Grad I einer makroskopisch kompletten Resektion und der Grad V 

lediglich einer Biopsie entspricht [109]. Die Rezidivraten nach 5 Jahren unterscheiden sich erheblich, 

so sind bei einer Operation mit Simpson Grad I Rezidive in 9 % der Fälle zu erwarten, wohingegen es 

16 % und 29 % in den Grad II und III sind. Simpson Grad IV (partielle Resektion) und V (Biopsie) 

führen zwangsläufig zum Fortbestehen eines Resttumors, sodass folglich kein Rezidiv im engeren Sinne 

diagnostiziert werden kann. Allerdings beobachtet man das Weiterwachsen des Tumors in 39 % bzw. 

100% der Fälle [109].  

Trotz technischer Fortschritte in der Bildgebung, wurde mehrfach nachgewiesen, dass die postoperative 

Gradierung nach Simpson Patientengruppen, unabhängig von deren histologischen WHO-Gradierung 

in Grad 1, 2 oder 3, mit einer erhöhten Tumorrezidivneigung selektieren kann von Patienten mit niedri-

geren Rezidivraten [28,78], sodass sie weiterhin im Fokus des post-operativen Beobachtungsregimes 

stehen soll [6].  

Weitere Optionen sind eine wait-and-see Strategie (engl. für abwartendes Beobachten) oder eine Be-

strahlung [6]. Letzteres kann auch bei ungünstiger anatomischer Lage für eine Operation als Erstlinien-

therapie eingesetzt werden [90]. Bei subtotaler Resektion (Simpson Grad IV), totaler Resektion (Simp-

son Grad I) und WHO-Grad 3 oder einem Rezidiv bietet die Bestrahlung eine adjuvante Therapieoption 
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[6]. In einer Studie zeigte sich beispielsweise, dass trotz der Diagnose eines histologischen dritten Gra-

des und einer Simpson Grad I oder II Resektion, das Rezidiv-freie 5 Jahres-Intervall von 28 % bei allei-

niger Operation auf 57 % bei Operation mit adjuvanter Radiotherapie gesteigert werden konnte [30].   

Aktuelle Chemotherapie-Regime erfolgen in klinischen Studien und stellen keine Standardtherapie dar 

[6]. Wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben haben hormonelle Therapien in einer Phase III Studie mit Mi-

fepriston oder Tamoxifen keine Erfolge erzielt [46]. Inhibitoren des mTOR-Signalweges sollen auf-

grund der bereits beschriebenen Interaktion mit Neurofibromatose Typ 2 (NF2-) Mutationen (siehe Ab-

schnitt 3.1.7) in der Zukunft eine mögliche Therapieoption sein, da sie bereits in der Zellkultur anti-

proliferative Eigenschaften zeigen [15]. Eine klinische Phase II Studie gibt zudem Hinweise auf den 

Nutzen einer Kombinations-Chemotherapie mittels Bevacizumab (VEGF-Signalweg) und Everolimus 

(mTOR-Signalweg) [106].  

Aktuelle klinische Studien testen die Effekte von PD-L1 (programmed death-ligand 1) Inhibitoren wie 

Pembrolizumab (NCT03279692, [147]) oder Nivolumab (NCT03173950, [148]) in anaplastischen Grad 

3 Meningeomen. Erste Ergebnisse zeigen in einer Phase II Studie mit Pembrolizumab den Autoren nach 

vielversprechende Ergebnisse für die Patienten [40]. 

3.2 Chromatin Remodeling  

3.2.1 Der SWI/SNF Komplex: Klassifikation 

Chromatin Remodeling wird unter anderem durch den SWI/SNF Komplex organisiert [21], dessen Phä-

nomen zuerst 1984 in der Hefe Saccharomyces cerevisiae entdeckt wurde [80,112]. Dieser Proteinkom-

plex ist eine hoch konservierte Struktur, so findet er sich neben Hefen beispielsweise auch in der Flie-

gen-Spezies Drosophila melanogaster [136]. In Säugetieren wie dem Menschen gibt es drei solcher 

„mammalian SWI/SNF Komplexe“ (der Einfachheit halber im Folgenden „SWI/SNF Komplexe“ ge-

nannt): BAF (BRG1-associated factor complex), PBAF (Polybromo BRG1-associated factor complex) 

und ncBAF (non-canonical BAF complex) [69].  

Obwohl sich diese drei Spezies stark unterscheiden, weisen die namentlich unterschiedlichen Komplexe 

jeweils strukturell homologe Untereinheiten auf [116], die auch gleiche biochemische Funktionen be-

sitzen [55]. Zum Beispiel ist das Protein Brahma aus der Spezies Drosophila melanogaster ein Homolog 

zum Protein SWI2/SNF2 aus der Hefe Saccharomyces ceresviae [116], das wiederum den menschlichen 

Proteinen SMARCA2 und SMARCA4 aus humanen Zellen funktionell und strukturell gleich zu sein 

scheint (siehe Tabelle 2) [55,69]. Gemeinsam ist dieser SWI/SNF-Familie das ATP-abhängige Chroma-

tin Remodeling durch das die Struktur des Chromatins und folglich die Transkription verschiedenster 

Gene verändert werden kann.  
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H. sapiens 
(Gen) 

Alias  Modul D. me-
lano-
gaster 

S. ce-
revi-
siae 

Mutationsrate 
in %         
([103] | [50]) 

SMARCA2 hBRM, BAF190B, SNF2A, 
SNF2L2 ATPase Brahma 

(BRM) 
SNF2/ 
SWI2 

0,5  1,2 

SMARCA4 BRG1, BAF190A, SNF2B, 
SNF2L4, Brahma homolog 1 3 3,5 

SMARCB1 BAF47, INI1, hSNF5 BAF-
Kern Snr1 SNF5 0,3 0,6 

SMARCC1 BAF155 BAF-
Kern mor SWI3 0,6  0,8 

SMARCC2 BAF170 0,4 0,9 
SMARCD1 BAF60A BAF-

Kern Bap60 SNF12 
0 0,4 

SMARCD2 BAF60B 0 0,3 
SMARCD3 BAF60C 0,1 0,4 

SMARCE1 BAF57 BAF-
Kern Bap111 k.A. 0 0,3 

ARID1A SMARCF1, BAF250A, C1orf4, 
hOSA1, p270, B120 BAF spe-

zifisch OSA SWI1 
9 4,6 

ARID1B BAF250B, hOSA2 SMARCF2, 
p250R, pKIAA1235 2 2,2 

ARID2 BAF200, SMARCF3 PBAF 
spezifisch k.A. k.A. 2  2,6 

DPF1 BAF45B BAF spe-
zifisch D4 Swp82 

0  0,4 
DPF2 BAF45D 0,2 0,5 
DPF3 BAF45C 0 0,5 
ACTL6A BAF53A ATPase Bap55 ARP7/

9 
0,3  0,4 

ACTL6B BAF53B 0 0,5 
ACTB β-actin ATPase ACT2 k.A. k.A. k.A. 
BCL7A k.A. 

ATPase BCL7-
like k.A. 

k.A.  1,2 
BCL7B k.A. k.A. 0,2 
BCL7C k.A. k.A. 0,2 
SS18 SYT, SSXT cBAF, 

ncBAF 
CG1055
5 k.A. k.A. 0,2 

SS18L1  CREST k.A. k.A. 
PHF10 BAF45A PBAF k.A. k.A. k.A. 0,5 
BRD9 k.A. ncBAF k.A. k.A. k.A.  0,6 
PBRM1 BAF180 PBAF k.A. k.A. 4 1,2 
BRD7 k.A. PBAF k.A. k.A. 0,1 k.A. 
BICRA GLTSCR1 ncBAF k.A. k.A. k.A. k.A. 
BICRAL GLTSCRL1 k.A. k.A. 

Tabelle 2. Die Synonyme der Komponenten des SWI/SNF Komplexes sowie deren durchschnittlichen 
Mutationsraten in verschiedenen Tumorentitäten. 

Legende: Diese Tabelle verdeutlicht die Homologie zwischen den Untereinheiten des SWI/SNF Kom-
plexes in den drei Spezies Homo sapiens (Mensch), Drosophila melanogaster und Saccharomyces cere-
visiae. Gene werden kursiv geschrieben und benannt nach dem HGNC (HUGO Genome Nomenclature 
Committee) [121]. Die Zeile Alias enthält weitere Symbole, die teilw. veraltet sind, jedoch in der Lite-
ratur noch verwendet werden [19,69,115,126]. „Modul“ charakterisiert die Funktion. „k.A.“ (= keine 
Angabe) bedeutet, dass trotz einer detaillierten Suche keine weiteren Homologe anzugeben sind. Rechte 
Spalte veranschaulicht zwei große Studien, in denen die Mutationsraten der einzelnen Untereinheiten 
untersucht wurden, die Zahlen sind in Prozent angegeben und geben die durchschnittliche Mutationsrate 
in unterschiedlichen Tumorarten wieder, wobei „k.A.“ meint, dass die Mutationsrate nicht explizit er-
wähnt wurde. Somit sind zum Beispiel nach Shain und Pollack (2013) 9 % beziehungsweise nach 
Kadoch et al. (2013) 4,6 % aller Tumore von einer Mutation im ARID1A-Gen betroffen [50,103].  
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3.2.2 Der Aufbau des SWI/SNF Komplexes  

Die 1,0 bis 1,5 MDa schweren SWI/SNF Komplexe werden aus bis zu 15 Untereinheiten zusammenge-

stellt, die ausgehend von 29 Genen kodiert werden, weshalb sich die genauen Kompositionen unter-

scheiden. Mashtalir et al. (2018) konnten zeigen, dass die Anordnung der Untereinheiten zu einem Kom-

plex einem strikten Schema folgt [69]. Hervorzuheben ist, dass Proteine der ARID1-Subfamilie, 

ARID1A oder ARID1B, ausschließlich in BAF-Komplexen vorkommen und hier eine wichtige Verbin-

dungsfunktion zwischen BAF-Kern und dem ATPase Modul bilden (siehe Abbildung 3). So ist ohne 

ARID1A oder ARID1B keine vollständige BAF-Komplexbildung möglich. Die Autoren beschreiben 

den gleichen Effekt für das Fehlen von ARID2: ein gescheiterter Aufbau des PBAF Komplexes [69]. 

 

 

3.2.3 Die molekulare Funktionsweise des SWI/SNF Komplexes  

Chromatin Remodeling Komplexe verändern die Chromatin Struktur auf drei unterschiedlichen Wegen: 

(a) Nucleosomenaufbau sowie -organisierung, (b) Regulierung des Chromatinzugangs und (c) Nukleo-

somenbearbeitung (Hinzufügen oder Herausschneiden von Histonvarianten) [21].  

SWI/SNF-Remodeling Komplexe erleichtern etwa den Zugang zu Chromatin, da sie Nukleosomen ver-

schieben und ausstoßen können (siehe Abbildung 4 A-C) [21]. Im Detail führt ein Histonverlust zur 

Schleifenbildung in der DNA und nachfolgend binden Transkriptionsaktivatoren oder -repressoren er-

leichtert an diese nun zugänglicheren Stellen. Hierbei handelt es sich etwa um proximal von einem Gen 

gelegene Promotoren oder weiter distal gelegene Enhancer (siehe Abbildung 4 C) [136,138]. Der 

SWI/SNF Komplex reguliert insbesondere aktive Genbereiche, die durch acetyliertes Histon H3K27 

gekennzeichnet sind (H3K27ac) [3,70]. Abgeschaltete Genbereiche, durch dreifach methylierte Histon 

Abbildung 3. Aufbau des BAF und PBAF Komplexes nach Mashtalir et al. (2018) [69]. 

Legende: Diese Abbildung zeigt schemenhaft, dass die Brücke (blau) den Kern (grau) mit ATPase Mo-
dul (grün) verbindet. Sich überlappende Ellipsen stellen eine biochemische Interaktion dar: ARID1A/B 
mit ACTL6A, SMARCA2/4, SMARCC1/2, SMARCE1 und SMARCD1/2/3. ACT = β-Actin.  
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H3K27 Reste (H3K27me3) gekennzeichnet, werden vor allem durch die Histon-Lysin-N-Methyltrans-

ferase „Enhancer of zeste homologue 2“ (EZH2) als katalytische Untereinheit des „Polycomb repressor 

complex“ (PRC2) reguliert. Der PRC2 stellt somit einen Gegenspieler zum SWI/SNF-Komplex dar 

(siehe Abbildung 4 D) [75].  

 

 

Durch die Fähigkeit des SWI/SNF Komplexes an vielen unterschiedlichen DNA-Bindestellen modulie-

rend zu agieren, resultiert daraus ein breites Spektrum an Auswirkungen auf den Zellstoffwechsel (siehe 

Tabelle 2) [69,110]. Dabei konnten Raab et al. (2015) herausarbeiten, dass es einen wesentlichen Un-

terschied macht, welches der drei Proteine ARID1A, ARID1B oder ARID2 im Chromatin Remodeling 

Komplex enthalten ist, da sie jeweils eigene Cluster an Transkriptionsfaktoren in diesen Bereichen rek-

rutieren [91]. Daher wird im Folgenden die Proteinstruktur von ARID1A näher erläutert und in einen 

Zusammenhang mit der Funktion von ARID1A im SWI/SNF Komplex gebracht. Daneben soll ARID1B 

als weiteres Tumorsuppressor Protein vorgestellt werden. 

Abbildung 4. Funktionelle Zusammenfassung des SWI/SNF Komplexes. 

Legende: (A-C): Das Chromatin besteht aus Histon-Oktameren (gelb) und der DNA-Helix (schwarze 
Linie). In der Nähe von Bereichen mit H3K27ac (orange) befindet sich der SWI/SNF-Komplex 
(grau/blau/grün, BAF). Dieser kann Histon-Dimere ausstoßen (A), die Nukleosomenabstände (B) ver-
ändern oder ganze Histon-Oktamer-Verluste (C) initiieren. Folglich werden DNA-Abschnitte als freie 
Schleifen (blau), und damit auch Gene (rot), freigelegt [21,120]; (D) Der PRC2 (hellblau) trimethyliert 
mit seiner katalytischen Untereinheit EZH2 (tiefblau) H3K27 Reste wird negativ durch den SWI/SNF-
Komplex reguliert (rote Linie) [75]; (E) In Bereichen eines Doppelstrangbruchs (zwei rote Linien) wer-
den Proteine wie ATM oder ATR (beide dunkelgrün) angereichert, die über den SWI/SNF-Komplex 
DNA-Reparatur Prozesse einleiten [105]. 
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3.3 ARID1A und ARID1B  

3.3.1 Die Proteinstruktur von ARID1A und eine besondere Analyse der zwei 

Domänen ARID und BAF250_C 

ARID1A ist ein Produkt des ARID1A-Gens, das auf Chromosom 1p, genauer in der Bande 1p36.11, 

gelegen ist [13]. Das Protein wird in drei Isoformen durch alternatives Splicing exprimiert und weist 

jeweils eine Länge von 1902, 2068 und 2285 Aminosäuren auf, wobei die längste Form als die Kanoni-

sche angesehen wird [13]. ARID1A ist ein nukleozytoplasmatisches Protein, wobei ein Ubiquitin-Pro-

teasom System im Zellkern die ein Homöostase zwischen den beiden Kompartimenten reguliert [39].  

ARID 

Namensgebend für dieses 242 kDa schwere Protein ist die AT-rich interacting domain (ARID) [13], die 

sich vollständig innerhalb der Aminosäuren 1017 bis 1108 befindet [14]. Diese konservierte Domäne 

ist 88-95 Aminosäuren lang [29] und findet sich in 15 humanen Proteinen wieder [85]. Über diese Do-

mäne interagiert ARID1A mit der DNA, was funktionell eine zentrale Rolle spielt (Abbildung 5) [36].  

   

 

BAF250_C 

Im SWI/SNF Komplex ist hervorzuheben, dass ARID1A eine starke Verbindung zu anderen BAF-Kern 

Mitgliedern hat, wobei die C-terminale Region eine besondere Rolle spielt [69]. Mashtalir et al. (2018) 

benennen hier drei potenzielle Domänen [69], die vor Kurzem in PFAM als BAF250_C (PF12031) 

zusammengefasst wurden [86]. Sie enthält die Aminosäuren 1976 – 2231 und übt eine Vermittlerrolle 

zwischen dem BAF Kern über Interaktionen mit SMARCC1/2, SMARCD1/2/3 oder SMARCE1 und 

Abbildung 5. Schematische Darstellung des Proteins ARID1A und seinen Domänen. 

Legende: ARID (rot) stellt eine Verbindung zur DNA her und BAF250_C (blau) fungiert als Brücke im 
BAF-Komplex, wobei hier die wichtigsten Partner in grau und hellgrün dargestellt sind. Weiterhin gibt 
es eine Interaktion mit ATR (dunkelgrün), welche für die DNA-Reparatur sehr wichtig ist.   
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dem ATPase Modul über SMARCA2/4 und ACTL6A aus (siehe Abbildung 5) [69]. Das nukleäre Ex-

portsignal (2004-2021) liegt hingegen innerhalb der BAF250_C Domäne [14] und spielt eine Rolle in 

der Protein-Homöostase von Zytosol zu Zellkern [39]. 

3.3.2 Biochemische Analyse des Proteins ARID1B 

ARID1B ist ein 244 kDa schweres Protein, das in seiner kanonischen Form 2319 Aminosäuren besitzt 

[13]. Sein Gen ARID1B ist auf dem Chromosom 6 in der Bande 6q25.3 zu finden [121]. Biochemisch 

gesehen ist das Protein ARID1B zu 59 % identisch zu seinem Paralog ARID1A [99]. Es besitzt eine 

ARID-Domäne innerhalb der Aminosäuren 1136-1227 [13] und kann dadurch wie oben bereits erwähnt 

funktionell betrachtet mit der DNA interagieren kann [14,85]. Im Bereich der Aminosäuren 2010 bis 

2265 erstreckt sich die Domäne BAF250_C, die auch in ARID1A vorhanden ist [86]. Über diese Do-

mäne kann ARID1B Interaktionen mit anderen SWI/SNF-Komplex Mitgliedern wie SMARCA2 oder 

SMARCA4 ausüben [108].  

3.3.3 Beeinflusste Signalwege und Funktionen von ARID1A in Zellen und der 

funktionelle Unterschied zu ARID1B 

Als Teil eines SWI/SNF Chromatin Remodeling Komplexes beeinflussen ARID1A, ARID1B und 

ARID2 in HepG2-Zellen, der Zelllinie eines hepatozellulären Karzinoms, die Expression von ca. 20 % 

aller Gene [91]. Die zentrale Rolle wird im Folgenden für ARID1A und ARID1B dargestellt. Exempla-

risch wird zunächst die Rolle bei der DNA-Reparatur in ARID1A-kompetenten Zellen beschrieben, da 

dieser Signalweg ein potentielles therapeutisches Target ist (siehe Tabelle 3):  

Ein DNA-Schaden kann etwa durch eine therapeutische Bestrahlung oder Chemotherapeutika hervor-

gerufen werden [105]. Entsteht dabei ein Doppelstrangbruch (DSB) führt dies zu einer Anreicherung 

von ATM (ataxia telangiectasia-mutated Protein) in dieser Region und es wird die Reparatur eingeleitet, 

wobei auch teilweise eine einzelsträngige Läsion entstehen und infolgedessen ATR (Ataxia telan-

giectasia and RAD3-related protein) aktiviert wird (siehe Abbildung 4 E) [23]. ARID1A bindet nun über 

seine BAF250_C Domäne an ATR, das somit als eine Art Gerüst für ARID1A zum DSB fungiert und 

verändert die Chromatinstruktur als Teil des SWI/SNF Komplexes dahingehend, dass der Schaden über 

eine homologe Rekombinationsreperatur (HR) oder die nicht homologe Endverknüpfung (engl. Non-

homologous end-joining, kurz NHEJ) beseitigt werden kann, bei der mitunter das Enzym Poly (ADP-

ribose) Polymerase (PARP) eine Rolle spielt (siehe Tabelle 3) [23,105]. Weiterhin wird neben der Re-

paratur auch der G2-M Checkpoint aktiviert, wodurch ein Übergang in die Mitose verhindert wird, und 

ein Zellzyklusarrest eintritt [105]. Durch diese beiden Schritte ist zum einen die DNA-Stabilität gewähr-

leistet und zum anderen die Tumorentstehung sowie -entartung minimiert [75,105]. 

Weitere Signalwege, die durch ARID1A beeinflusst werden, sind in der nachfolgenden Tabelle 3 neben 

Auswirkungen eines ARID1A-Defektes und einer Therapieoption zusammengefasst. 
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Signalweg Funktion/ Regulation  ARID1A Depletion Therapie 

PI3K(CA)/ 
AKT 

Zellgröße; Proliferation; Zellmeta-
bolismus; Genomstabilität; inhibiert 
durch ARID1A auf Transkriptions-
ebene [138] 

Überaktivierung von AKT; in 
Pankreas: Strahlenresistenz erhöht 
[138]; in Ovar, Kolorektal, Brust: 
koinzidente Mutationen [18,50] 

Ja [68,138] 

Immun-
checkpoint 

Interleukin-6 Signalweg in Tumori-
genese involviert [71]; ARID1A re-
guliert negativ PD-L1 [138] 

In Ovar: anti-IL6-Knockdown 
oder Checkpoint-Inhibitoren 
mindern Tumorprogress [71,138] 

Ja  
[68,138] 

DNA-
Reparatur 

1. Fehlpaarungsreparatur (z.B. 
PARP)  
2.1. Homologe Rekombinationsre-
peratur (z.B. PARP, ATR, ATM)                                                                             
2.2. Nicht-homologe Endverknüp-
fung von DSB (z.B. PARP) 
[84,105] 

Abnormale Chromsomenvertei-
lung; Sensitivierung von Zellen 
für PARP-Inhibitoren oder Be-
strahlung (DSB entstehen) [105]; 
in Magen: Mikrosatelliteninstabi-
lität (MSI), Metastasierung, 
schlechtere Prognose [138]  

PARP: ja 
ATR: ja 
[16,64, 
101,133] 

TOP2A 
Chromosomenkondensation, Chro-
matidenseparierung, Replikation 
[135]; ARID1A stabilisiert DNA-
Lokalisierung von TOP2A [18]   

Anaphasebrücken; Sensitivierung 
für ATR-Inhibition [135] 

(Ja) noch 
keine klini-
schen Stu-
dien [68] 

TERT 
Erhalt reichender Telomerlänge bei 
hoher Proliferationsrate; ARID1A 
reguliert negativ (H3K9me) [71] 

TERT-Transkription ­ [68,71]; In 
Meningeomen: konkordanter Mu-
tation hat schlechte Prognose [35] 

k.A. 

EZH2 
Katalytische Untereinheit des 
PRC2, Histonmethyltransferase, 
produziert H3K27me3; SWI/SNF 
Komplex reguliert negativ [71] 

In Meningeomen: PRC2 ­[25,87]; 
dadurch Transkriptionsrate be-
troffener Gene gehemmt [71,136] 

Ja [18,68] 

HDAC 
HDAC6 deacetyliert Lysinreste im 
Zytosol (Proteinhomöostase); 
ARID1A reguliert negativ [71] 

In Ovar: HDAC2 [18]  & 
HDAC6-Inhibition selektiv für 
ARID1A-mutierte Tumore [18,71]  

Ja 
[18,68,138] 

P53 
Gering erhöht → Zellzyklusarrest, 
stark erhöht → Apoptose; direkte 
Interaktion ( BAF_250C); ARID1A 
reguliert positiv p53 [71,138]  

In Zelllinien von Endometrium 
und Ovar: Verringerte Expression 
tumorsupprimierender Gene 
(CDKN1A and SMAD3) [71,138] 

k.A. 

Zellzyklus, 
p21/WAF1 

DNA-Schaden → ARID1A ­ → 
p21 ­ → Bindung an CDK2/4 → 
Zellzyklusarrest in G1: ARID1A ak-
kumuliert in G0; ARID1A in hoch-
proliferativen Zellen inaktiv [138]  

In Lunge: Hochregulation von 
Cyclin D1 und Bcl-2, somit Inhi-
bition der Apoptose [138]; in 
Ovar: Dasatinib-Behandlung in-
duziert Expression von p21 [18] 

k.A. 

YAP/TAZ 
Tumorwachstum, Metastasierung, 
hemmt ARID1A-haltige SWI/SNF-
Komplexe; wird selbst durch 
ARID1A gehemmt [138] 

In Leber: YAP-Hochregulierung 
→ Tumorentstehung [138]; in 
Zervix: YAP1-Hemmung unter-
drückt Tumorigenese [33] 

Ja [33] 

YES1 Regulierung von Zellwachstum, Zy-
toskelett und Differenzierung [18] 

In Ovar: ARID1A-mutierte Tumo-
ren abhängig von YES1 [71] Ja [18,71] 

BET 
(BRD2) 

BET-Bromodomänen binden acety-
lierte Lysin-Histonreste → Tran-
skriptionsregulation [18] 

In Ovar: BET-Hemmung → se-
lektive Inhibition von ARID1A-
defizienten Zellen [18] 

Ja [18,68] 

Tabelle 3. Wichtige Signalwege, die durch den SWI/SNF-Komplex und speziell ARID1A beeinflusst 
werden und eine Rolle in der Pathogenese und Therapie von ARID1A-depletierten Tumoren spielen. 

Legende: Neben dem Signalweg (linke Spalte) werden die Funktionsweise und der Regulationsmecha-
nismus erläutert. Zudem erfolgt eine Analyse, welchen Effekt eine ARID1A-Fehlfunktion hat. Dabei 
meint „In …“ (Organ), dass hierfür Tumore in diesem Organ untersucht wurden. In der rechten Spalte 
sind potentielle gezielte Therapiemöglichkeiten der einzelnen Signalwege dargestellt. „k.A.“ bedeutet 
es sind keine Studien anzugeben, die die Therapie möglich machen. Weitere Erklärungen siehe Text.  
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3.3.4 Die Rolle von ARID1A als Teil des SWI/SNF Komplexes in Tumoren  

Im Jahr 2010 wurde ARID1A erstmals in klarzelligen und endometrioiden Ovarialkarzinomen mit einer 

Mutationsrate von 50 % entdeckt [48,132] und weitere Untersuchungen stellten die weitreichende, bis 

dahin unbekannte Rolle der Chromatin Remodeling Komplexe in Tumoren fest. So berichten Kadoch 

et al. (2013) sowie Shain und Pollack (2013), dass knapp 20 % aller Tumorentitäten Mutationen inner-

halb des SWI/SNF Komplexes beinhalten [50,103].  

Die Analyse von Shain und Pollack (2013) zeigt, dass ARID1A am häufigsten von Mutationen innerhalb 

des SWI/SNF Komplexes betroffen ist (siehe Tabelle 2) [103]. In absteigender Reihe folgen SMARCA4, 

PBRM1, ARID2, ARID1B, SMARCA2, SMARCC1 und SMARCC2 mit einer Frequenz von über 0,5 %. 

Die Analyse von Kadoch et al. (2013) konnte weiterhin zeigen, dass die Gene ARID1A, SMARCA4, 

PBRM1, ARID2 und ARID1B nicht nur beiläufige Mutationen sind, sondern als Treibermutationen zu 

werten sind, die im Tumorgeschehen eine wichtige Rolle einnehmen [50]. Kadoch et al. (2013) beschrei-

ben eine Entitäten-Spezifität wobei gynäkologische Tumore wie das endometrioide oder das klarzellige 

Ovarialkarzinom am häufigsten Mutationen des ARID1A-Gens enthalten [50]. 
Die Autoren haben daraufhin festgestellt, dass Tumore mit mindestens einer Mutation oder Deletion 

einer SWI/SNF Komplex Untereinheit in etwa 14,3 % aller Fälle auch Mutationen oder Deletion in 

anderen SWI/SNF Komplex Untereinheiten aufweisen. In mehr als einem Drittel der Tumore mit meh-

reren betroffenen Untereinheiten ist das ARID1A Gen betroffen [50].  

Wang et al. (2020) konnten zudem in einem Mausmodell zeigen, dass weder der alleinige Verlust von 

ARID1A noch der von ARID1B zu einer tumorähnlichen Läsion in Mäuselebern führt, sondern erst ein 

gemeinsamer Doppelknockout von ARID1A und ARID1B sowohl hepatozelluläre als auch cholangio-

zelluläre Karzinome mit Metastasen und einen verfrühten Tod in den Mäusen hervorrufen. Neben die-

sem Mausmodell haben die Autoren auch in der Zelllinie eines Endometriumkarzinoms, MFE-296, 

diese synergistischen Effekte bestätigen können [127].  

Aufgrund dieser Erkenntnisse scheint eine intensivere Untersuchung eines koexistenten Verlusts von 

ARID1A und ARID1B sinnvoll und soll in dieser Arbeit näher untersucht werden. 

Funktionelle Erklärungsansätze für ARID1A-mutierte Tumore 

Die Häufung von Mutationen im SWI/SNF Komplex in Tumoren ist nicht einfach kausal mit einem 

Ausfall des Komplexes zu begründen [75]. Allerdings weist das Verteilungsmuster der Nonsense- sowie 

Missense-Mutationen eine Häufung im C-terminalen Abschnitt auf, einem Bereich, der die BAF250_C 

Domäne beinhaltet [86] und eine wichtige Rolle in der Bindung von ARID1A zu anderen BAF-

Untereinheiten besitzt. Eine gestörte Interaktion mit anderen Proteinen ist daher möglich, allerdings 

bleibt ein exakter Erklärungsmechanismus aus [69,127]. Möglicherweise spielt auch eine gestörte DNA-

Bindung der ARID-Proteine eine Rolle, die bisher noch nicht konkretisiert werden konnte [127].   
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Eine gestörte DNA-Reparatur in ARID1A-mutierten Tumoren wird jedoch als eine wichtige Rolle ange-

sehen (siehe Unterpunkt 2.3.2). Funktionell gesehen ist in einem ARID1A-depletierten Tumor insbe-

sondere die Reparation von Doppelstrangbrüchen eingeschränkt. Das Fehlen von ARID1A vermindert 

die ATR-Aktivität, was nachfolgend zu einer Störung in der Aktivierung des G2-M Checkpunktes führt 

(siehe 3.3.3). Die Konsequenz ist, dass trotz fehlerhafter DNA ein Zellzyklus Arrest ausbleibt und eine 

Entartung möglich ist. Um den therapeutischen Ansatz zu verstehen, muss erwähnt werden, dass diese 

Zellen trotzdem in der Lage sind Einzelstrangbrüche über andere Enzyme, wie beispielsweise PARP-1, 

zu beseitigen. Daher führen PARP1-Inhibitoren in ARID1A-mutierten Tumoren zu einer gleichzeitigen 

Hemmung mehrerer DNA-Reparaturmechanismen. In der Folge entsteht ein zytotoxischer Effekt und 

die ARID1A-mutierten Zellen gehen nahezu selektiv in Apoptose über (siehe Tabelle 3) [105].  

Aktuelle Studien zur Therapie von ARID1A-mutierten Tumoren  

Luchini et al. (2015) konnten in einer Meta-Analyse von 5.651 Patienten zeigen, dass unabhängig von 

der Tumorentität eine ARID1A Mutation mit einem 2,55-fach erhöhten Sterberisiko und einem 1,93-

fach erhöhtem Rezidivrisiko einhergeht, sodass eine spezifische Therapie dieser Gruppe in mehreren 

Studien geprüft wird und aktuell sinnvoll erscheint [65]. Nach Wu et al. (2013) wiesen 73 % der 

ARID1A-mutierten Tumore einen Expressionsverlust des Proteins auf [137], sodass insbesondere nach-

geschaltete Signalwege, wie sie in Tabelle 3 dargestellt sind, als therapeutische Ziele dienen [68].  

Weitere potentielle Angriffspunkte in ARID1A mutierten Tumore stellen hochregulierte PRC2 Kom-

plexe dar mit dem EZH2-Inhibitor Tazemetostat [25,87], wie es beispielsweise in der klinischen Phase 

II Studie NCT05023655 untersucht wird [149]. Das auf dem Leukozyten gelegene Oberflächenprotein 

PD-1 (Programmed cell death protein 1) kann mittels des Medikaments Nivolumab inhibiert werden. 

Da in ARID1A-depletierten Tumoren eine Hochregulation dieses Proteins zu finden ist, wird dieser 

Signalweg in einer klinischen Phase II Studie NCT04957615 getestet [150].  

Es gibt auch die Idee der kombinierten Therapie von ARID1A-mutierten Tumore mit einem PI3K-

Inhibitor und dem PARP-Inhibitor Olaparib, die in einem Magenkarzinommodell eine Hemmung der 

Proliferation, Invasion und Migration zeigen [140]. Zudem gibt es einen Einzelfallbericht von einem 

Patienten mit einem duktalen Adenokarzinom des Pankreas, der mit dem PARP-Inhibitor Olaparib be-

handelt wurde und damit 13 Monate lang ein progressionsfreies Überleben aufwies (siehe Tabelle 3)  

[35,144].  

3.3.5 ARID1B-Mutationen und damit assoziierte Erkrankungen  

Es weisen sowohl ARID1A als auch ARID1B eine Regulation der neuronalen Stammzellen auf [108]. 

ARID1A spielt beispielsweise auch in pluripotenten Stammzellen eine wichtige Rolle, da es die Selbst-

erneuerungskapazität, die Differenzierung sowie die Zelllinien-spezifischen Entscheidungen moduliert 

[34]. ARID1B ist auch in eben diese Signalwege  involviert [139], allerdings besitzt es teils gegenteilige 

Funktionen zu ARID1A [76].   
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Entsteht eine Haploinsuffizienz des ARID1B-Gens, wurde beispielsweise von Santen et al. (2012) be-

schrieben, dass dies mit dem Coffin-Siris-Syndrom vergesellschaftet sein kann [100]. Betroffene weisen 

eine geistige Behinderung aber auch schwere Sprachstörungen, grobe Gesichtszüge, Mikrozephalie, 

Entwicklungsverzögerungen und hypoplastische Nägel des fünften Fingers auf [108].  

In der Tumorpathogenese wird ARID1B als Tumorsuppressorgen angesehen, wie bereits in Abschnitt 

3.3.4 beschrieben. Aktuelle Studien berichten in nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen (engl. Non-

small cell lung cancer, NSCLC) davon, dass ARID1B möglicherweise eine Rolle in der Entdifferenzie-

rung von Tumorzellen besitzt. Allerdings betonen die Autoren, dass in ihrer Untersuchungsgruppe von 

133 Patienten neben ARID1B auch ARID1A und SMARCB1 mutiert waren [141]. Daneben soll eine 

Mutation des ARID1B-Gens in der Entität der NSCLC die Rolle einer Treibermutation einnehmen [114] 

und auch als prognostischer Marker eingesetzt werden [145,146]. Zhu et al. (2021) sowie Zhu et al. 

(2022) haben an insgesamt mehr als 5000 Patienten gezeigt, dass Mutationen der Gene ARID1A, 

ARID1B und ARID2 eine höhere Wahrscheinlichkeit besitzen auf eine Immuncheckpoint-Therapie mit-

tels PD-1 oder PD-L1 Inhibitoren anzusprechen [145,146].  

3.4 Methoden zum Nachweis von ARID1A  
Um das Protein ARID1A zu quantifizieren, werden in aktuellen Studien oftmals immunhistochemische 

Methoden eingesetzt. Beispielsweise Luchini et al. (2015) analysierten, dass 25 der 28 untersuchten 

Studien in ihrer Meta-Analyse zur Mortalität der ARID1A-depletierten Tumore die Immunhistochemie 

als Methode zur Klassifikation der ARID1A-Expression verwendeten [65]. Die anderen drei Studien 

nutzten dahingegen den genetischen Status. Hierbei ist anzumerken, dass neben der immunhistochemi-

schen Bestimmung von ARID1A aktuell kaum Alternativen gibt. Daher ist eines der Ziele dieser Arbeit 

eine einfach handhabbare und breit einsetzbare Methode zu entwickeln, die quantitativ ist.  

3.4.1 Immunhistochemie  

Die Immunhistochemie wird häufig verwendet, allerdings hat diese Methode ihre Limitationen, welche 

im Folgenden kurz beschrieben werden sollen. Zunächst ist wichtig zu erwähnen, dass die Immunhisto-

chemie keine quantitative, sondern eine semiquantitative Methode ist [118]. Das bedeutet, dass lediglich 

bestimmte Bereiche der Proteinkonzentrationen abgeschätzt werden können und somit relativ subjektive 

Schätzungen gemacht werden [118,124].  

Zudem gibt es pro Objektträger keine Kalibratoren, womit Unterschiede der einzelnen Schnitte in der 

Fixierung, dem Schnitt, der Antigendemaskierung, der Antikörperverdünnung etc. nicht objektiviert 

werden können. Die fehlende Nachkorrektur dieser Differenzen schränkt daher die an verschiedenen 

Tagen angefertigten Proben ein und eine Vergleichbarkeit ist herabgesetzt [118,124]. Daraus resultiert 

beispielsweise die Beobachtung einer Studie, dass bei der immunhistochemischen Auswertung eines 

Tumorschnittes eine intra-observer Variabilität von bis zu 50 % besteht. Das bedeutet, dass wenn ein 
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Pathologe den gleichen Schnitt ein zweites Mal beurteilt, er in 50 % der Fälle eine andere Bewertung 

durchführt als zuvor [17].  

Ein weiteres Problem ist der Fakt, dass die immunhistochemische Färbung keine durchgehend lineare 

Beziehung zur Menge des Antigens oder Proteins besitzt. So ist es etwa so, dass nur bei niedrigen An-

tigenkonzentrationen eine lineare Steigerung des Signals auf eine gleichermaßen lineare Erhöhung des 

Proteins schlussfolgern lässt. Allerdings erfolgt bei höheren Proteinkonzentrationen eine Sättigung des 

Tests, sodass insbesondere hier keine lineare Beziehung mehr besteht [72,124]. Diese Beispiele beleuch-

ten eindrucksvoll, dass die Messung mittels Immunhistochemie ihre Grenzen hat und insbesondere in 

der Fragestellung dieser Arbeit, ob es einen geringen – aber trotzdem messbaren – Unterschied in der 

ARID1A-Konzentration der beiden Gruppen von Meningeomen mit und ohne LOH von Chromosom 

1p gibt, einen Unsicherheitsfaktor darstellt.  

3.4.2 ELISA 

In dieser Arbeit wird daher die quantitative Methode des Enzyme-linked Immunosorbent Assays 

(ELISA) getestet [118,124]. Diese wird seit den 1960ern eingesetzt [61] und dient der objektiven Mes-

sungen von Proteinkonzentrationen mit Hilfe von Kalibratoren (= Standards), anhand derer eine Stan-

dardkurve erstellt wird (siehe Abschnitt 4.3.5), die dann dazu beiträgt, dass die eben angesprochenen 

Unterschiede der Fixierung, der Antikörperverdünnung, der Raumtemperatur, der Luftfeuchtigkeit, etc. 

mitberücksichtigt werden [10]. Somit wird ein Umrechnungsfehler der Messsignale in Proteinkonzent-

rationen minimiert und eine objektive Analyse gewährleistet.  

Die Validierung des ELISAs erfolgt anhand der European Medicines Agency (EMA) und der U.S. Food 

and Drug Administration (FDA) Kriterien [31,122]. Diese Kriterien sind grundsätzlich für die Industrie 

geeignet, deren neu entwickelten Produkte anhand der Validierungsparameter gemessen werden. Eine 

Zulassung durch die EMA oder FDA kann dementsprechend nur bei Erfüllung der Validierungskriterien 

erfolgen. Der in dieser Arbeit entwickelte ELISA soll dennoch nicht für industrielle Zwecke genutzt 

werden. Die hohe Güte dieser Kriterien erlauben eine Qualitätssicherung, weshalb sich ein neu entwi-

ckelter ELISA daran messen lassen sollte.  

Da es mehrere ELISA Methoden gibt – direkter, indirekter und Sandwich ELISA – ist es wichtig zu 

erwähnen, dass in dieser Arbeit mit einem indirekten ELISA gearbeitet wird. In diesem Verfahren wer-

den zuerst Proteine auf eine Platte aufgetragen, anschließend mit primären sowie sekundären Antikörper 

beschichtet, wobei Letztere mit einem Enzym gekoppelt sind, das zur Umsetzung eines Farbstoffs dient. 

Zwischen diesen Schritten erfolgen regelmäßige Waschschritte, die zu einer höheren Spezifität führen 

sollen. Mit Hilfe eines Messgerätes werden dann Absorptionswerte gemessen, die zur Umrechnung in 

Konzentrationen verwendet werden [44].  
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3.5 Ziele der Arbeit / Fragestellung 
Das Tumorsuppressorgen ARID1A spielt in anderen Tumorentitäten eine wichtige Rolle. Da in Menin-

geomen sein Gen auf Chromosom 1p36.11 in ca. 36 % einem LOH unterliegt, sollen dessen Auswir-

kungen auf das ARID1A-Proteinlevel in Meningeomen untersucht werden. Das Zusammenspiel mit 

ARID1B und einem LOH von Chromosom 6q wird ebenfalls analysiert. Daher sind im Folgenden die 

konkreten Ziele und Fragestellungen erläutert: 

1. Etablierung eines ELISA zur objektiven, präzisen und akkuraten Messung von ARID1A. 

2. Optimierung der Methode für Tumore, insbesondere für natives Meningeom-Gewebe. 

3. Untersuchung des Einflusses von einem Verlust der Heterozygotie (LOH) auf Chromosom 1p 

mit konsekutivem LOH des ARID1A Gens auf die ARID1A Expression in einer Kohorte mit 

ausreichend hoher Fallzahl. 

4. Analyse der Folgen einer verminderten ARID1A Expression in Meningeomen auf die Tumor-

lokalisation und das Rezidivverhalten. 

5. Testung und Etablierung von Sonden für das Chromosom 6q mit speziellem Fokus auf das 

ARID1B-Gen in Meningeomen. 

6. Relevanz des LOH von Chromosom 6q in Meningeomen und die Interaktion mit Verlusten auf 

Chromosom 1p (siehe Abbildung 6). 

 

 

 

 

Abbildung 6. Hypothetisches Modell der Malignisierung in Meningeomen. 
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4 Material und Methodik 

4.1 Gewebeproben 
Die LOH 1p Analyse von Meningeomen wird seit einiger Zeit standardmäßig am Institut für Neuropa-

thologie durchgeführt (Etablierung siehe Ethikantrag Nr. 178-07; Ärztekammer des Saarlandes), sodass 

keine zusätzlichen klinischen Tests oder Probenentnahmen für die Patienten anfallen. Diese Studie wird 

an bereits reseziertem, überschüssigem Tumorgewebe durchgeführt. Neben der bestehenden Tumordi-

agnostik im Rahmen der neuropathologischen Routine des Universitätsklinikums des Saarlandes wird 

lediglich eine weitere Untersuchungsmethode (proteinbasierter ELISA) eingeführt. Für die Analyse des 

6q-Status werden neue Sonden eingeführt und getestet. Einschlusskriterien zur Studie sind Patienten, 

deren Meningeome im Zeitraum seit 2018 in der Klinik für Neurochirurgie des Universitätsklinikums 

des Saarlandes reseziert wurden und bei denen ausreichend Tumormaterial zur Verfügung stand. Au-

ßerdem sollte in der Studie ein hoher Anteil an Tumoren mit Chromosom 1p-Verlusten sowie einige 

Tumore ohne LOH 1p als Kontrollgruppe vorhanden sein, um eine aussagekräftige Antwort liefern zu 

können. Ausgeschlossen von dieser Studie sind Proben, die nicht genügend Restmaterial enthalten oder 

nach Diagnoseabschluss kein Meningeom sind. Die Ethikkommission der Ärztekammer des Saarlandes 

hat diese Arbeit durch ein positives Ethikvotum genehmigt (Ethikantrag Nr. 51/22).  

 

Nr. Al-
ter 

Sex Histologi-
scher 

Subtyp 

WHO-
Grad 

Re-
zidiv 

Lokalisa-
tion 

LOH 
1p 

LOH 
6q 

TERT-
Mu-

tation 

CDKN2A/B 
Deletion 

1 53 MA AM 2 - Temporal LOH / - - 
2 50 W CM 2 - Multifokal LOH / - - 
3 68 MA ME 1 - KBF LOH 2/3 - - 
4 63 W ME 1 - Falx LOH 4/4 - - 
5 72 MA ME 1 - Multifokal LOH - - - 
6 63 MA ME 1 - Falx LOH 1/1 - - 
7 58 W ANGM 1 - Frontal LOH - - - 
8 64 W ME 1 - Frontal - 1/1 - - 
9 68 W ME 1 R Multifokal LOH 2/3 - - 
10 76 MA MM 1 R Okzipital LOH - - - 
11 43 W ME 1 - Parietal LOH - - - 
12 82 W ANM 3 R Parietal LOH 1/4 - Verlust 

13 82 W 
ANM mit 
Hirninfilt-

ration 
3 - Frontal LOH 1/1 C228T - 

14 53 W ME 1 - KBF - - - - 
15 62 MA AM 2 R Multifokal LOH - - - 
16 84 MA AM 2 R Okzipital LOH 2/4 - - 
17 70 W AM 2 - Multifokal LOH 1/3 - - 
18 60 W ME 1 R Multifokal LOH - - - 

19 58 MA ME mit 
Durainf. 1 - KBF LOH 1/2 - - 
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20 49 MA 
ANM mit 
CM- An-

teilen 
3 R Multifokal LOH 3/4 - - 

21 35 W ME 1 - Temporal LOH 1/4 - - 

22 62 W KM mit 
Hirninf. 2 - Temporal LOH 1/3 - - 

23 49 W ME 1 - Okzipital LOH 1/2 - - 
24 44 W ME 1 - Frontal LOH 1/4 - - 
25 29 MA ME 1 - Temporal LOH 1/3 - - 
26 62 W AM 2 R Parietal LOH 1/4 - - 
27 57 W ME 1 - Frontal LOH - - - 
28 64 MA ME 1 - Frontal LOH 2/3 - - 
29 80 MA ME 1 - Frontal LOH - - - 
30 68 W AM 2 - Olfaktorius LOH 2/4 - - 
31 66 W PM 1 - Falx LOH 1/3 - - 

32 60 W ANM mit 
Hirninf. 3 - Petroclival LOH - C228T - 

33 64 W AM 2 R KBF LOH - - - 
34 84 MA ANM 3 R Frontal LOH 1/4 - Verlust 
35 68 W ME 1 R Falx LOH - - - 
36 58 W MM 1 - Olfaktorius - - - - 
37 79 W ME 1 - Olfaktorius - - - - 
38 80 W FM 1 - Petroclival - - - - 

39 55 W M mit 
BW-inf. 1 - Spinal - - - - 

40 92 W ME 1 - Spinal - - - - 
41 71 MA ANGM 1 - Parietal - 1/4 - - 

42 88 W AM mit 
Hirninf. 2 - Olfaktorius - - - - 

43 63 W ME 1 - Okzipital - - - - 
44 57 MA ME 1 - Petroclival - - - - 
45 45 W ANGM 1 - KBF - 1/4 - - 
46 62 W ME 1 - Petroclival - - - - 

47 70 W MM mit 
Durainf. 1 R Frontal - - - - 

48 70 MA AM mit 
Hirninf. 2 - Olfaktorius - - - - 

49 34 MA AM 2 - Okzipital - - - - 
50 67 W PM 1 - Frontal - - - - 
51 83 W SM 1 - Frontal - - - - 
52 85 MA ME 1 - Frontal - - - - 
53 67 MA ME 1 - Olfaktorius - - - - 
54 90 MA AM 2 - Frontal - - - - 
55 70 MA MM 1 R Multifokal - - - - 
56 60 W ME 1 - Parietal - - - - 
57 69 W AM 2 - Spinal - - - - 
58 80 MA AM 2 - Frontal - - - - 
59 70 MA AM 2 R Temporal - - - - 
60 78 W ME 1 - Frontal - - - - 
61 81 W ME 1 - Spinal - - - - 

Tabelle 4. Patientenproben. 
Legende: In der dritten Spalte („Sex“ engl. für Geschlecht) steht „MA“ für männliche Patienten, „W“ 
für weibliche. In der vierten Spalte steht „ME“ = Meningeom, nicht näher bezeichnet, „ANGM“ = An-



Material und Methodik 
 

- 25 - 

giomatöses Meningeom, „MM“ = Meningotheliales Meningeom“ „PM“ = Psammomatöses Menin-
geom, „SM“ = Sekretorisches Meningeom, „FM“ = Fibröses Meningeom, „AM“ = Atypisches Menin-
geom, „CM“ = Chordoides Meningeom, „KM“ = Klarzelliges Meningeom, „ANM" = Anaplastisches 
Meningeom. Die Abkürzung „Durainf.“ steht für eine Durainfiltration, entsprechend „Hirninf.“ für 
Hirninfiltration. „R“ steht dafür, dass das Meningeom ein Rezidiv ist, „-“ sofern es keines ist. „KBF“ 
steht für Keilbeinflügel. Die Bezeichnung der Spalte „LOH 1p“ meint einen loss of heterozygosity, 
wenn ein „LOH“ vorhanden ist oder präziser bei den 6q-Sonden, bei denen die auswertbaren Sonden 
(y) ins Verhältnis gesetzt werden zu denen, bei den ein LOH zu beobachten ist (x), sodass x/y angegeben 
wird.  „-“ meint keinen Ausfall einer Sonde, somit kein LOH. „/“ gibt an, dass keine Auswertung erfol-
gen konnte. Für TERT-Mutationen wird auf eine C228T-Mutation gescreent, für CDKN2A/B Deletionen 
wird ein Verlust untersucht.  

 

4.2 Loss of heterozygosity (LOH) 
 D1S1608 D1S548 D1S1592 D1S1161 D1S1184 ARID1A 
Binde-  
region 1p36.32 1p36.23 1p36.13 1p35.2 1p31.3 1p.36.11 

DNA-
Sequenz 

5’GATGGC
TTTTGGG
GACTATT
3‘ 
 
5‘CACTGA
GCCAAGT
GACACAG
3‘ 

5‘GAACT
CATTGGC
AAAAGG
AA3‘ 
5’GCCTCT
TTGTTGC
AGTGATT
3‘ 

5’GGTGA
CAGGTAT
TGACTGC
C3‘ 
5’TTGAG
GGCAGA
GATTGTC
TC‘3 

5’AGAAT
GGTGTGA
ACCCAGG
3‘ 
 
5’AAGGA
TTATACA
GCAGCTG
TT3‘ 

5’AGCCA
AGATCAT
GCCACTG
3‘ 
 
5’CCTCCT
GGCAAA
ATATCCA
T3‘ 

5’AACCC
ACTGTCT
CTTTGGG
AAGGC3‘ 
5’TGAGC
CAAGATT
GGA3‘ 

Länge 278 bp 163 bp 239 bp 299 bp 258 bp 222 bp 
Annealing 53 °C 53 °C 53 °C 53 °C 53 °C 56 °C 
Firma Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany 

Tabelle 5. Mikrosatelliten und Sonden für Chromosom 1p [12]. 
 

 D6S281 D6S440 D6S473 D6S1633 
Binde-  
region 

6q27 6q25.1 6q25.2 6q25.3 

DNA-
Sequenz 

5’CTGGTAGTGT
CAGGCATGGC3‘ 
  
5‘CCTATGTTTC
AGGCAAAGGC3‘ 

5‘GCTAAGGAT
AACTTTCTGCT
AGAC3‘ 
5’TTCTTCATTT
TACGGATGG3‘ 

5’AGAACTTGGT
ATTTCCTGCC3‘ 
  
5’GCCACCTTGA
GGAGTTTT3‘ 

5’TCATGGAGCTT
ATAGCCTGG3‘ 
  
5’TTCCTTGATGT
TATCAGGACAC3‘ 

Länge 209 bp 271 bp 184 bp 127 bp 
Annealing 56 °C 56 °C 56 °C 56 °C 
Firma Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany 

Tabelle 6. Mikrosatelliten und Sonden für Chromosom 6q. 
 

Mit Hilfe einer PCR (polymerase chain reaction, engl. für Polymerase-Kettenreaktion) werden die bei-

den Tumorsuppressorgene ARID1A und ARID1B auf einen „loss of heterozygosity“ oder kurz LOH 

untersucht. Wie in Abschnitt 3.1.7 beschrieben, ist bei einem LOH nur noch ein Allel des zu untersu-

chenden Gens vorhanden. Funktionell kann dies letztlich eine Inaktivierung des Gens bedeuten, die mit 

der Tumorpathogenese verknüpft ist [96].  
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In der Methode der PCR macht man sich diesen Allelverlust zu Nutze, indem man Mikrosatelliten be-

ziehungsweise short tandem repeats (STR) im untersuchten Gen selbst oder in der näheren Umgebung 

des Gens verwendet. Diese STR variieren in ihrer Länge von Mensch zu Mensch [32], sodass immer 

ein Vergleich der Tumorproben mit dem Blut des Patienten erfolgen muss, um einen Verlust im Tumor 

des entsprechenden Mikrosatelliten festzustellen. Wie nachfolgend beschrieben wird daher ein Verlust, 

sichtbar durch eine verringerte Signalintensität des PCR-Produktes in der Tumorprobe, immer erst nach 

einem Vergleich mit der Blutprobe als positives Ergebnis – LOH – gewertet.  

Die Interpretation ist ein Chromosomenteilverlust beziehungsweise eine Mikrodeletion des Mikrosatel-

liten. Allerdings kann auch eine Annahme für die nähere Umgebung getroffen werden, sodass auch von 

einem Gen zentromer oder telomer gelegene STR einen zusätzlichen Verlust des untersuchten Gens 

nahelegen, allerdings nicht beweisen.  

Die in dieser Arbeit verwendete LOH-Analyse für das Chromosom 1p (siehe Tabelle 5) und insbeson-

dere die Region von ARID1A entstammen der Doktorarbeit von Katrin Bartelmei [12], die die Primer 

selbst mitentworfen hat und das dazugehörige Protokoll entwickelt hat. Teile dieses Protokolls stammen 

aus der Publikation von Hartmann et al. (2005), das routinemäßig für Oligodendrogliome im Labor der 

Neuropathologie angewandt wird [42]. Die PCR-Sonden für das Chromosom 6q (siehe Tabelle 6) und 

das dazugehörige Protokoll werden im Rahmen dieser Arbeit eigens erarbeitet, allerdings basieren sie 

auf den beiden zuvor bereits beschriebenen Methoden und stimmen mit diesen in vielen Punkten über-

ein, sodass die nachfolgenden Schritte – sofern keine explizite Erwähnung erfolgt – sowohl für Sonden 

des Chromosoms 1p als auch 6q gelten.  

DNA-Isolierung  

Zunächst wird aus nativem Tumorgewebe oder einem in Paraffin fixierten Schnitt des Tumors die DNA 

isoliert. Weiterhin wird auch DNA aus dem Blut des gleichen Patienten isoliert, sodass ein Vergleich 

der Signalintensitäten möglich wird, wobei die venöse Blutprobe in einem EDTA-Röhrchen transpor-

tiert wird. Sofern keine Blutprobe des Patienten vorlag, wurde die DNA aus Teilen der Meningen – also 

nicht tumorös veränderten Anteilen – des in Paraffin fixierten Schnittes isoliert, als Kontrolle des pati-

enten-spezifischen Bandenmusters. Alle bisher erwähnten Schritte erfolgten im Rahmen der routinemä-

ßigen neuropathologischen Molekulardiagnostik mittels des QIAamp DNA Micro Kit nach Anweisun-

gen des Herstellers (56403, Qiagen, Deutschland) unter Zuhilfenahme des ThermoMixer C (Eppendorf).  

Primer-Mix, Kombination mit der isolierten DNA und Negativ-Kontrolle 

Pro Probe werden 1µl Primer-Mix (forward und reverse Primer jeweils 20 pmol/µl, Eurofins Genomic) 

des entsprechenden Mikrosatelliten zu 12,5 µl „Hot-Star Master-Mix“ (Qiagen) und 10,2 µl Wasser 

sowie 1,3 µl DNA pipettiert. Dies wird sowohl für Tumor-DNA als auch für Blut-DNA durchgeführt.  

Eine mögliche Kontamination muss aufgedeckt werden, sodass in jeder Versuchsreihe eine Negativ-

Kontrolle etabliert wurde. Hierbei enthält die sogenannte No-Template-Control (NTC) keine Proben-

DNA, weder aus dem Tumor noch aus dem Blut, sondern stattdessen 1,3 µl RNase-freies Wasser.  
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Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Der Primer-Mix ist nun mit der isolierten DNA vermischt, wobei die Sequenz zwischen dem Primer-

Paar im folgenden Schritt vervielfältigt werden soll, was einer Polymerase-Kettenreaktion entspricht. 

Hierfür wurde ein etabliertes Protokoll in dem Mastercycler MC Nexus X2 (6337000019, Eppendorf) 

ausgeführt. Die Schmelztemperatur bestimmt die Anlagerungstemperatur, sodass entsprechend die 

Temperaturen entsprechend der Tabelle 6 für jeden Primer angepasst werden. Die Polymerase-Ketten-

reaktion kann in vier aufeinanderfolgende Schritte eingeteilt werden, die in Tabelle 7 dargestellt sind.  

 

Reaktion Schritt Temperatur in °C Dauer Wiederholung 

Denaturierung 1 94 15 min 1 x 
2 94 30 sec 

37 x Anlagerung 3 53 bzw. 56 40 sec 

Elongation 4 72 40 sec 
5 72 5 min 1 x 

Ende 6 4 Ende Bis manuelle Beendigung 
Tabelle 7. Polymerase-Kettenreaktion. 

 
Der erste Schritt ist die Denaturierung der Proben bei 94 °C, wobei insbesondere die zwei komplemen-

tären DNA-Doppelstränge voneinander getrennt werden, sodass die DNA einzelsträngig vorliegt [129]. 

Die initiale Denaturierung in Schritt 1 mit einer Dauer von 15 Minuten führt außerdem zu einer Akti-

vierung der Taq-Polymerase im Hot-Star Master-Mix (203445, Qiagen) [129].  

An die Einzelstränge der DNA sollen sich nun die Primer anlagern, wobei wie eben erwähnt jeder Primer 

seine optimale Anlagerungstemperatur – 53 °C oder 56 °C (vgl. Tabelle 5, Tabelle 6) – besitzt, auf 

welche die Probe nun abgekühlt wird. Da jeder Primer eine komplementäre Sequenz zu seiner DNA-

Zielsequenz aufweist, wodurch er spezifisch an dieser Stelle binden kann, soll durch eine optimale An-

lagerungstemperatur möglichst sensitiv ein spezifisches Produkt gebildet werden. Im Rahmen einer 

Problemsuche ist es daher wichtig zu wissen, dass zu niedrige Temperaturen insbesondere zu unspezi-

fischen Produkten führen können und bei zu hohen Temperaturen typischerweise die Primer-Anlage-

rung erschwert sein kann, sodass kein PCR-Produkt gebildet wird [129].  

Nachfolgend füllt die sich anlagernde Taq-Polymerase den Strang auf und produziert somit die gesuchte 

DNA-Sequenz, die vom forward und reverse Primer flankiert wird. Die Elongation erfolgt bei 72 °C, 

dem Temperaturoptimum der Taq-Polymerase [129].  

In diesem Zyklus, der 37-mal wiederholt wird, erfolgen stetig die drei Schritte Denaturierung, Anlage-

rung und Elongation, sodass die Menge der gesuchten DNA-Sequenz sich pro Zyklus verdoppelt [129]. 

Anschließend kühlt der Mastercycler MC Nexus X2 (Eppendorf) die Proben auf 4 °C ab, die entweder 

direkt weiter analysiert oder bei -20 °C eingefroren wurden.  
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Gel-Elektrophorese auf dem Flash-Gel 

Nach der Polymerase-Kettenreaktion werden die PCR-Produkte, weiterhin 25 µl, mit 50 µl Probenpuffer 

(Sample Loading Buffer (5x), 30 34, abc biopply, Switzerland) vermischt (Verhältnis 1:2). Anschlie-

ßend werden 1,5 µl davon in die Taschen des FlashGelTM Systems pipettiert, wobei FlashGelTM DNA 

Cassettes, 2,2 % (57032, Lonza, Switzerland) und FlashGelTM DNA Marker, 50 bp – 1.5 kB, (57033, 

Lonza) verwendet werden. Anschließend wird ein Spannungsfeld angelegt und die PCR-Produkte der 

Größe nach aufgetrennt und Bilder mit Hilfe des FlashGel Camera Packs (857065, Lonza) aufgenom-

men und gespeichert. Diese Analyse diente lediglich zur Überprüfung der entstandenen PCR-Produkte 

und nicht einer LOH-Analyse per se aufgrund der unschärferen Trennung der Banden.  

Gel-Elektrophorese auf dem Spreadex-Gel 

Von allen Proben, in denen sicher PCR-Produkte nachgewiesen werden konnte mittels Flash-Gel, wur-

den 1,5 µl der PCR-Produkte auf einem SpreadexTM EL 800 Wide Mini (3446.01, Serva, Deutschland) 

zusammen mit DNA-Gelelektrophorese Größenmarkern (Spreadex-Gel) anschließend zur LOH-

Analyse in die Taschen des Spreadex® EL 800 Wide Mini (Serva) pipettiert. Dieses Gel wiederum liegt 

im Tris-Acetat-EDTA-Puffer (42548.01, TAE-Puffer (40x), Serva) des submarinen horizontalen Gel-

elektrophorese-Systems (Origins by ElchromTM Scientific, AL-Labortechnik & Diagnostik GmbH, Ös-

terreich, AL), der sogenannten LOH-Laufkammer. In dieser wird bei 120 V und 54 °C eine Gel-Elekt-

rophorese durchgeführt. Nach Abschluss dieses Schrittes wird das Gel mit Aqua dest. Gespült und 30 

Minuten lang mit SYBR-Gold (0,8x TAE, 0,8x Entfärbelösung (3037.01, Serva), 2x SYBR Gold, 

(S11494, Thermo Fisher Scientific, USA)) gefärbt und anschließend wieder mit Wasser gespült. Das 

Bandenmuster unter UV-Licht mit Hilfe des Programms „EOS Utitlity“ (Canon, Deutschland) doku-

mentiert.  

Die Bilder werden im direkten Vergleich von Tumor und Kontrollgewebe (Blut beziehungsweise Nicht-

Tumorgewebe) einer LOH-Analyse unterzogen. Dabei stellt die Kontrollprobe die beiden Allele des 

Patienten dar, die aufgrund ihrer spezifischen Größe unterschiedliche Laufzeiten auf dem Spreadex-Gel 

aufweisen. Weist der Tumor die gleichen zwei Banden auf, wird er als heterozygot gewertet. Der Verlust 

einer Bande, sichtbar durch eine geringe Signalintensität, wird als loss of heterozygosity (LOH) gewer-

tet. Fälle, in denen das Kontrollgewebe nur eine Bande aufweisen, werden als homozygot charakterisiert 

und können daher nicht ausgewertet werden (vgl. Tabelle 23). 

4.3 ELISA  

Ein ELISA erfordert zunächst eine Optimierung, anschließend eine Standardisierung und zuletzt eine 

Validierung, um eine verlässliche Quantifikationsmethode zu sein [73]. In diesem Abschnitt werden die 

nötigen Grundlagen und Randbedingungen zur Validierung eines ELISAs erläutert. 
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Leitlinien zur Validierung einer bioanalytischen Methode  

Die European Medicines Agency (EMA) und die U.S. Food and Drug Administration (FDA) haben 

Leitlinien erstellt, nach denen Firmen geprüft werden, ob Produkte die dort beschriebenen Kriterien 

erfüllen. Diese Leitlinien besitzen separierte Abschnitte für „Ligand binding assays“ (LBA, engl. für 

Ligandenbindungstests), die unter anderem die Methode des ELISAs miteinbeziehen  [31,122].  

Daneben gibt es Publikationen, die sich mit der detaillierten Erstellung einer Standardkurve beschäfti-

gen, wobei Kelley et al. (2015) und Azadeh et al. (2017) als Hauptquellen zur Erstellung der Validierung 

des ELISAs dieser Arbeit dienen [10,52].  

4.3.1 Auswahl der ELISA-Platte  

Es ist entscheidend die richtige ELISA-Platte auszuwählen, da es unterschiedliche Modelle mit distink-

ten Eigenschaften gibt. Die Hersteller beschreiben welche Kriterien zu Rate gezogen werden sollen, 

wobei vor allem die Hydrophobizität, auch Hydropathie genannt, eine Rolle spielt.  

Deshalb wurde zunächst analysiert, ob ARID1A ein hydrophiles oder ein hydrophobes Protein ist. Dabei 

wurde der GRAVY (engl. Grand average of hydropathicity index) verwendet, der von Kyte und Doo-

little (1982) vorgeschlagen wurde [59]. In dieser Modellierung besitzen hydrophobe Aminosäuren po-

sitive Werte bis 4,5 (Aminosäure Isoleucin) und hydrophile Aminosäuren negative Werte bis einschließ-

lich -4,5 (Aminosäure Arginin). Die Berechnung mit dem Expasy’s ProtParam Server ergab für 

ARID1A einen Wert von -0,778 [29]. Barrios-Llerena et al. (2006) klassifizierten Proteine mit einem 

GRAVY-Score von über 0,3 als hydrophob, sodass ARID1A dementsprechend unter -0,3 lag und als 

hydrophil klassifiziert wurde [11].  

Daher fiel die Auswahl der Platte auf NUNC MaxiSorp (VWR), da der Hersteller angibt diese sei für 

Proteine mit hydrophilem Charakter optimal nutzbar und außerdem habe sie eine hohe Bindungskapa-

zität. Zudem erlaubt eine sehr geringe Beeinflussung der Proteinstrukturen eine optimale Antikörper-

bindung [81].  

4.3.2 Lysatherstellung  

Das Protokoll „Subcellular Protein Fractionation Kit for Tissues” (Thermo Fisher Scientific) wurde für 

die Aufbereitung der untersuchten Kohorte angewandt. Mit diesem Protokoll kann gewährleistet wer-

den, dass eine vollständige Extraktion insbesondere auch nukleärer Proteine – bspw. ARID1A – in das 

Lysat erfolgt. Daher erfolgt eine Trennung in vier Fraktionen. Der Einfachheit halber werden alle Frak-

tionen – Zytosol, Membran, Frei nukleär und Chromatin – immer mit einem großen Anfangsbuchstaben 

geschrieben. Dadurch wird eine Einheitlichkeit gewährleistet, auch wenn eine kleine Schreibweise von 

etwa der Fraktion Frei nukleär möglich wäre, wird davon abgesehen. Im Folgenden werden die einzel-

nen Schritte der Lysatherstellung aufgelistet.  

 

 

 



Material und Methodik 
 

- 30 - 

1. 100 mg Tumorgewebe einwiegen und in ein vorgekühltes 2 ml Lysat Röhrchen „Precellys Ce-

ramic tubes“ (VWR) geben.  

2. 1000 µl eisgekühltes CEB mit 10 µl Halt Protease Inhibitor Cocktail dazu pipettieren.  

3. Für zweimal 30 Sekunden im Minilys Homogenisator (VWR) auf Stufe 3 homogenisieren.  

4. Für 2 Minuten auf Eis stehen lassen, sodass sich der Schaum reduziert. Währenddessen einen 

Tissue strainer (engl. für Gewebesieb) in ein 15 ml Röhrchen stecken und dieses auf Eis kühlen. 

5. Homogenisierte Lösung in das 15 ml Röhrchen pipettieren, sodass es im Tissue strainer aufge-

fangen wird (siehe Abbildung 7) oben.  

6. Zentrifugieren bei 500 g für 5 Minuten in Zentrifuge EBA 8S (da Rotordurchmesser 85 mm, 

bei 2292 U/min ≈ 42,5 % der maximalen Drehzahl von 5500 U/min). 

7. Tissue strainer entfernen und sehr vorsichtig den Überstand (Zytosol Fraktion) in ein vorge-

kühltes 1,5 ml Röhrchen pipettieren.  

8. Das entstandenen lockere Pellet wird nun mit 650 µl MEB und 6,5 µl Halt Protease Inhibitor 

Cocktail im 15 ml Röhrchen vermischt, für 5 Sekunden auf der höchsten Einstellung gevortext 

und anschließend in ein 1,5 ml Röhrchen überführt. Das Röhrchen wird nun für 10 Minuten auf 

Eis gestellt und gelegentlich leicht geschüttelt, sodass eine optimale Extraktion aus dem Pellet 

stattfindet.  

9. Zentrifugieren bei 3.000 g für 5 Minuten in Zentrifuge Eppendorf. 

10. Überstand (Membran Fraktion) in ein vorgekühltes 1,5 ml Röhrchen pipettieren.  

11. Zum Pellet nun 225 µl NEB mit 2,25 µl Halt Protease Inhibitor Cocktail pipettieren, für 15 

Sekunden auf der höchsten Einstellung vortexen und anschließend das Röhrchen für 30 Minuten 

auf Eis stellen und gelegentlich schütteln.  

12. Zentrifugieren bei 5.000 g für 5 Minuten in Zentrifuge Eppendorf. 

13. Überstand (Frei nukleäre Fraktion) in ein vorgekühltes 1,5 ml Röhrchen pipettieren.  

14. Zum Pellet nun 170 µl NEB mit 1,7 µl Halt Protease Inhibitor Cocktail, 8,5 µl CaCl2 und 5,1 µl 

Micrococcal Nuclease pipettieren, für 15 Sekunden auf der höchsten Einstellung vortexen und 

anschließend das Röhrchen für 15 Minuten in den Wärmeschrank bei 37 °C stellen.  

15. Vortexen für 15 Sekunden auf der höchsten Einstellung und zentrifugieren bei etwa 22.000 g 

(höchste Einstellung) für 5 Minuten.  

16. Überstand (Chromatin Fraktion) in ein vorgekühltes 1,5 ml Röhrchen pipettieren.  

 

Um das Protokoll näher zu erläutern, wird in Abbildung 7 die Lysatherstellung illustriert, wobei anhand 

einer einzelnen Zelle schematisch dargestellt werden soll, welche Fraktionen welche Zellbestandteile 

enthalten. Die Fraktion Zytosol ist selbsterklärend, wobei in der Fraktion Membran vordinglich Zell-

membran, Golgi-Apparat und endoplasmatisches Retikulum enthalten sind. Anschließend werden in der 

Fraktion Frei nukleär lösliche, nicht an DNA-gebundene Proteine aus dem Zellkern gelöst. Letztlich 
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werden schwer lösliche, an die DNA und somit das Chromatin gebundenen Proteine durch den Zusatz 

der MNase und das Erhitzen auf 37 °C in der Fraktion Chromatin in Lösung gebracht.  

Zusätzlich werden in dieser Arbeit Summationsgruppen wie die Gruppe Kern (Frei nukleär plus Chro-

matin) und die Gruppe Gesamt (Zytosol, Membran, Frei nukleär und Chromatin) verwendet, wobei 

diese die jeweiligen Summen aus den jeweiligen Fraktionen darstellen und bei entsprechender Verwen-

dung erläutert werden.  

 

 

 

Abbildung 7. Lysatherstellung. 
Legende: Abbildung nach „Subcellular Protein Fraction Kit for Tissues” (87790, Thermo Fisher Scien-
tific). Der “Tissue strainer” (gelb) fängt überschüssiges Meningeom Gewebe (Knochenfragmente sowie 
Bindegewebe) ab. Anschließend erfolgt eine Auftrennung mittels CEB, MEB, NEB und NEB mit 
MNase in die vier Fraktionen Zytosol (blau), Membran (grün), Frei nukleär (orange) und Chromatin 
(rot) nach Herstellerangaben. Das Zytoskelett (schwarze Linien) wird nicht in Lösung gebracht. Der 
Unterschied der Fraktionen Frei nukleär und Chromatin besteht darin, dass Erstere lösliche, nicht an 
DNA-gebundene Proteine aus dem Zellkern und Letztere die schwer löslichen, an die DNA und somit 
das Chromatin gebundenen Proteine enthält. Das Lösen der an die DNA-gebundenen Proteine erfolgt 
durch den Zusatz der MNase und erhitzen auf 37 °C.  
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4.3.3 Protokoll BCA 

Zunächst werden acht standardisierte Verdünnungen sowie ein Blank (engl. für Leerwert) hergestellt 

mit einer Konzentration des bovinen Serumalbumins (BSA) von 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 

25 µg/ml nach Angaben des Herstellers zum „Pierce bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit“ 

(Thermo Fisher Scientific).  

Die Standards werden als Duplikate, in manchen Versuchsreihen auch als Triplikate, mit 25 µl pro Well 

(engl. für Vertiefung) auf einer 96-Well NUNC MaxiSorp Platte (VWR) aufgetragen. Auch die Lysate 

werden als Duplikate mit 25 µl pro Well aufgetragen. Anschließend werden in ein 50 ml Röhrchen 

zuerst 20 ml Reagent A pipettiert und anschließend 400 µl Reagent B, sodass eine grünliche Flüssigkeit 

entsteht, die anschließend für 15 Sekunden bei höchster Einstellung gevortext wird, sodass eine regel-

rechte Durchmischung erfolgt. Es werden anschließend 200 µl pro Well mit einer Acht-Kanal-Pipette 

aufgetragen, sodass in jedem Well die Reaktion annäherungsweise gleichzeitig startet. Die Platte wird 

mit einem Parafilm-Zuschnitt bedeckt und für 30 Minuten bei 37 °C in den Wärmeschrank gestellt. 

Anschließend erfolgt eine Messung mit dem Omega FLUOstar (BMG Labtech, Deutschland) bei einer 

Wellenlänge von 562 nm. Da der Hersteller eine Inkubation bis zu zwei Stunden erlaubt, wurde eine 

weitere Messung nach insgesamt einer Stunde und eine dritte Messung nach zwei Stunden Inkubation 

vorgenommen. Während diesen anderthalb Stunden wurde die Platte bei Raumtemperatur aufbewahrt, 

während sie mit Parafilm bedeckt war. Auf jeder Platte dienten Standards und Blanks als Referenzwerte, 

die eine Quantifizierung des gemessenen Signals (angegeben als OD = optische Dichte) ermöglicht.   

4.3.4 ELISA-Protokolle für ARID1A und Histon H3 

Der ELISA wurde als indirekter ELISA konzipiert und optimiert, wobei diese Ergebnisse in den Ab-

schnitten 5.1 und 5.2 dargestellt werden. Das Protokoll, das zur Untersuchung der Patienten-Kohorte 

diente, soll im Folgenden vorgestellt werden (siehe Abbildung 8). Die Messung von Histon H3 erfolgt 

nach dem gleichen Protokoll. Der primäre Antikörper wurde auch 1:1000 verdünnt, lediglich der 

sekundäre Antikörper im Verhältnis 1:100 wurde verdünnt.  

Materialien, die spezifisch zur Detektion von ARID1A im ELISA sowie zur Validierung verwendet 

wurden, sind Tabelle 8 zu entnehmen. Das ARID1A Fragmnent (Abnova) wird zu Erstellung der 

Standardkurve benötigt. Die ARID1A Wildtyp- und Knockout Zellpellets ab278824 (Abcam) und 

Zelllystae ab257250 (Abcam) werden zur Bestimmung der Spezifität im ELISA bzw. Western blot 

benötigt.  

 

ARID1A-spezifische Materialien Herstellername 
ARID1A Fragment ABN-H00008289-Q01, Abnova, Taipei, Taiwan 
ARID1A knockout HEK-293T cell pellet ab278824, Abcam, Cambridge, UK 
ARID1A WT and KO Western blot Lysate ab257250, Abcam, UK 

Tabelle 8. Verwendete ARID1A-spezifsche Materialien.  
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1. Coating: Tumorlysaten 1:26 in Carbo-

nat-Puffer pH 9,6 verdünnen. Jedes 

Lysat in Duplikaten mit 100 µl auftra-

gen. Platte mit Parafilm bedecken und 

bei 4 °C im Kühlschrank über Nacht 

für 17-18 h inkubieren.   

2. Waschen: Am nächsten Morgen Platte 

leeren. Anschließend Platte auf Papier-

tuch ausklopfen. 3 x 5 Minuten mit 200 

µl/Well PBS pH 7,4 plus 0,1 % Tween-

20 waschen. Dabei Platte auf Platten-

schüttler stellen. 

3. Blocken: Blocking Puffer 200 µl/Well 

pipettieren. Für 2 Stunden Inkubation 

auf Plattenschüttler.  

4. Waschen: wie in Schritt 2. 

5. Primärer Antikörper: 1:1000 in Blo-

cking Puffer verdünnen und 100 

µl/Well pipettieren. Platte mit Parafilm 

bedecken, 2 Stunden Inkubation.  

6. Waschen: wie in Schritt 2. 

7. Sekundärer Antikörper: 1:2 in Blo-

cking Puffer verdünnen und 100 

µl/Well pipettieren. Platte mit Parafilm 

bedecken, 2 Stunden Inkubation.  

8. Waschen: wie in Schritt 2, allerdings 

4 x 5 Minuten. 

9. Entwickeln: Farbloses OPD (5 mg/10 

ml) ansetzen und 100 µl/Well pipettie-

ren. Bedecken mit Parafilm, dunkel la-

gern.  

10. 1. Messung nach 30 Minuten Inkuba-

tion mit FLUOstar Omega bei 450 nm. 

11. Stoppen: 100 µl/Well H2SO4 2,5 mol/l 

(M); dann 2. Messung bei 490 nm. 
Abbildung 8. Schematische Darstellung des ELISA Protokolls. 
Legende: Die Proteine (blau bis rot) lagern sich beim Coating (engl. für Beschichtung) an die Oberflä-
che der Wells an und freie Stellen werden durch Casein (grau) geblockt, um unspezifische Bindungen 
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4.3.5 Auswertung: Standardkurven-Analyse und Akzeptanzkriterien 

Ein wesentlicher Schritt beim ELISA ist die Auswertung, da somit die gemessenen Werte zwischen 0 

und 3,5 in der Einheit der optischen Dichte (OD), in eine geschätzte Konzentration mit der Einheit µg/ml 

oder ng/ml umgerechnet werden können. Die Berechnungen werden mit der „MARS Data Analysis 

Software“ (BMG Labtech) und GraphPad Prism (Version 10.2.0 for Mac, GraphPad Software, USA) 

durchgeführt. Zunächst wurde von jedem Einzelmesswert der sogenannte Blank abgezogen, sodass 

„Blank korrigierte Messwerte“ entstehen. Der Blank ergibt sich aus der OD, die gemessen wird, wenn 

kein zu analysierendes Protein beim Coating (engl. für Beschichtung) aufgetragen wird. Durch diese 

Berechnung wird gewährleistet, dass jeder Messwert auf eine tatsächliche Interaktion mit einem Protein 

aus dem Lysat zurückzuführen ist und nicht etwa auf eine unspezifische Reaktion eines Antikörpers mit 

freien Stellen an der Plattenoberfläche oder dem Blocking Puffer. Zudem werden auch Absorptionen 

herausgerechnet, die durch abgelenkte Strahlen des Messgeräts aus anderen Wells entstehen.  

Als nächstes wird aus den Standards und den dazugehörigen „Blank korrigierten Messwerten“ eine 

Standardkurve erstellt, wobei eine nicht lineare Regressionsanalyse durchgeführt wurde. Sowohl eine 

4-parameter logistic (4PL) als auch eine 5-parameter logistic (5PL) wurden angewandt. Zudem wurden 

ein „weighted fit“ (engl. für gewichtete Passform) mit  !"! [10] und die Verwendung von Ankerpunkten 

erwogen, sofern dies die Modellierung optimierte [52]. Weiterhin wird eine Korrektheit (R2, engl. Cor-

rectness) von > 97 % der Standardkurve vorausgesetzt [79]. 

Da sowohl jedes einzelne Experiment als auch die Zusammenschau aller Experimente validiert werden 

müssen, wurde die Validierung der Standardkurve aller Versuche mit GraphPad Prism (Version 10.2.0 

for Mac, GraphPad Software, USA) durchgeführt. Hierbei wurden alle ELISA-Platten, insgesamt 11, 

aus den Versuchen analysiert. EMA und FDA fordern in dieser Untersuchung mindestens 6 Experimente 

an unterschiedlichen Tagen, gemessen in Duplikaten, was somit erfüllt wurde. Im AE-Modell („AE“ 

steht für „all experiments model“) dienen alle 11 Experimente der unterschiedlichen ELISA-Platten zur 

Erstellung einer einzigen Standardkurve. Wird eine Standardkurve hingegen nur aus den Duplikaten der 

Standards einer ELISA-Platte erstellt, so ist dies das EP-Modell („EP“ steht für „each plate model“). Es 

werden jeweils für alle 11 Experimente die Duplikate einer ELISA-Platte zur Erstellung einer Standard-

kurve im EP-Modell herangezogen. 

Die folgenden Parameter dienen nach EMA und FDA der Validierung eines ELISA [31,122]:  

der Antikörper zu verhindern. Der ARID1A-spezifische primäre Antikörper (beige) aus der Spezies 
Hase (engl. rabbit) wird durch den anti-rabbit spezifischen HRP-gekoppelten Antikörper (violett) de-
tektiert. Anschließend kann das noch ungefärbte OPD durch die Horseradish Peroxidase (gelb) in DAP 
(orange) umgewandelt werden, welches bei einer Wellenlänge (λ) 450 nm ein Absorptionsmaximum 
besitzt. Nicht dargestellt wird das Stoppen der HRP-Reaktion mittels H2SO4, wodurch das Signal ver-
stärkt wird. Es wird angedeutet, dass das Blocken mit Blocking Puffer (Casein 0,2 % in PBST 0,05 %) 
und Waschen mit 200 µl Volumen stattfinden, wobei alle anderen Schritte mit 100 µl durchgeführt 
werden.  
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Richtigkeit (engl. accuracy) 

Dieser Wert beschreibt den Grad der Übereinstimmung eines gemessenen Wertes zu einem vorher de-

finierten, erwarteten Wert (vgl. Abbildung 9). Das arithmetische Mittel der Richtigkeit aller Standards 

in einem Versuch ergibt die intra-assay Richtigkeit. Man kann auch die Richtigkeit aller Standards von 

mehreren Versuchen arithmetisch mitteln, um die inter-assay Richtigkeit zu erhalten.  

 

!"#ℎ%"&'("%	(%) = .(//'012#$%&'%(')
3044'012#$%&'%(')

∗ 100 

Formel 1. Der ELISA-Validierungsparameter Richtigkeit. 
Messkonz#$%&'%(')&: nach Modellierung gemessene Konzentration in Well n des Standards X. 
Sollkonz#$%&'%('): erwartete Konzentration des Standards X, die auch in der Modellierung für den da-
zugehörigen Messwert angenommen wurde.  

 

A1%BC − C//CE	!"#ℎ%"&'("%	(%) = 	 F!"#ℎ%"&'("%#$%&'%('! +⋯+ !"#ℎ%"&'("%#$%&'%('(&)I
1	#$%&'%(',

 

Formel 2. Der ELISA-Validierungsparameter Intra-assay Richtigkeit. 
Relativer	Fehler#$%&'%('!: Richtigkeit in % des ersten Standards  
Relativer	Fehler	#$%&'%('(&): Richtigkeit in % des letzten (bzw. n-ten) Standards 
n	#$%&'%(',: Menge aller gemessenen Standards 

 

A1%(B − C//CE	!"#ℎ%"&'("%	(%) = F!"#ℎ%"&'("%#$%&'%('(!-!) +⋯+ !"#ℎ%"&'("%#$%&'%('(&-.)I
1	#$%&'%(',∗-0(,1230

 

Formel 3. Der ELISA-Validierungsparameter Inter-assay Richtigkeit. 
Relativer	Fehler#$%&'%('(!4!): Richtigkeit in % des ersten Standards im ersten Versuch 
Relativer	Fehler	#$%&'%('(&-.): Richtigkeit in % des letzten (bzw. n-ten) Standards im x-ten Versuch 
n	#$%&'%(',∗-0(,1230: Menge aller gemessenen Standards in allen Versuchen 
 

Präzision (engl. precision) 

Dieser Wert beschreibt den Grad der Übereinstimmung mehrerer Messwerte, die die gleiche zu analy-

sierende Probe beinhalten, wenn für alle Versuche dasselbe Protokoll verwendet wurde (siehe Abbil-

dung 7). Um diesen Parameter zu berechnen, wird die nachstehende Formel angewandt, bei der der 

Variationskoeffizient (engl. Coefficient of variation (CV)) die Präzision angibt:  

 

RS	(%) = 3%C1TCUV("#ℎW1&#$%&'%(')
."%%(4V(B%#$%&'%(')

∗ 100 

Formel 4. Der ELISA-Validierungsparameter Präzision. 
Standardabweichung#$%&'%('): nach Modellierung errechnete Standardabweichung der Duplikate ei-

nes Standards X. 

Mittelwert#$%&'%('): arithmetisches Mittel der zurückgerechneten Konzentrationen im Standard X. 
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Für die Präzision können auch intra-assay und inter-assay Werte berechnet werden, wobei Formeln 2 

und 3 analog zu verwenden sind.  

 

 

Sensitivität (auch Detektionslimit, engl. detection limit (DL)) 

Nach Armbruster und Pry (2008) ist diese Grenze deswegen wichtig, da mit ihr klassifiziert wird, ab 

welchem Signal mit statistischer Sicherheit angenommen werden kann, dass der Blank nicht fälschli-

cherweise als eine niedrige Konzentration quantifiziert wird [8]. Daher wird der niedrigste Kalibrator 

der Standardkurve, der eine ausreichende Richtigkeit von mehr als 75 % und eine ausreichende Präzision 

von weniger als 25 % besitzt, als Detektionslimit definiert. Verfehlt das Standard mit der niedrigsten 

Standardkonzentration diese Kriterien, wird der nächsthöhere Kalibrator genommen, der die entspre-

chenden Richtigkeits- und Präzisionskriterien erfüllt [31,122].  

Unteres Quantifizierungslimit (engl. lower limit of quantification (LLOQ)) 

Die niedrigste Konzentration, die mit akzeptabler Richtigkeit und Präzision gemessen werden kann. Im 

Unterschied zum DL geht es hier um eine sichere Quantifizierung und weniger um eine Unterscheidung 

zum Blank, was sich jedoch nicht gegenseitig ausschließt. Es kann sein, dass das LLOQ dem DL ent-

spricht [8]. Als akzeptable Messwerte werden solche angesehen, die > 75 % Richtigkeit aufweisen und 

Abbildung 9. Schematische Darstellung von Richtigkeit und Präzision. 
Legende: In diesem Beispiel werden Duplikate eines Standards mit einer Sollkonzentration von 25 
ng/ml in 3 unterschiedlichen Experimenten dargestellt. Die zurückgerechneten Werte sind als schwarze 
Punkte dargestellt. Links sind die Werte nahe der gewünschten Sollkonzentration (grüne Balken sind 
klein), allerdings besitzen die Messwerte eine hohe Standardabweichung zueinander und somit eine un-
genügende Präzision. Rechts sind die Werte sehr präzise (roter Balken ist klein), allerdings sind sie sehr 
weit von der Sollkonzentration entfernt und somit nicht richtig. Unten ist die Messung sowohl präzise 
als auch richtig [73]. 
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< 25 % Abweichung in der Präzision besitzen. Verfehlt ein Standard in einem Versuch das Kriterium 

von maximal 25 % Abweichung, so werden beide Duplikate dieser Konzentration ausgeschlossen und 

dienen nicht zur Erstellung der Standardkurve in diesem einzelnen Experiment. Eine Ausnahme stellt 

ein Pipettierfehler dar, wenn dieser im Protokoll notiert wurde. Bei einem Ausschluss des ehemaligen 

ULOQ verschiebt sich dieses zum nächstgrößeren Wert [31,122].  

Oberes Quantifizierungslimit (engl. upper limit of quantification (ULOQ)) 

Die höchste Konzentration, die mit akzeptabler Richtigkeit und Präzision gemessen werden kann. Bei 

dieser Konzentration müssen die Messwerte, wie auch beim LLOQ, > 75 % Richtigkeit aufweisen und 

< 25 % Abweichung in der Präzision besitzen [31,122].  

Messspanne (engl. Quantitative range)  

Werte, die innerhalb des LLOQ und des ULOQ gemessen werden, liegen innerhalb des messbaren Be-

reichs, wenn die dazugehörigen Standards auf der gemessenen Platte > 80 % Richtigkeit aufweisen und 

< 20 % Abweichung in der Präzision besitzen, was nach EMA- und FDA-Leitlinien von zentraler Be-

deutung für die Auswertung des Versuchs ist. Allerdings können auch Standards nach Berücksichtigung 

definierter Randbedingungen verworfen werden. Es dürfen nicht zwei aufeinanderfolgende Standards 

verworfen werden und innerhalb der Messspanne müssen mindestens sechs Standard-Duplikate und 

mehr als 75 % der verwendeten Standards enthalten sein. Die Verwerfung eines einzelnen Standards 

unter Beibehaltung des zweiten Duplikats darf nur bei dokumentiertem Pipettierfehler erfolgen [31,122].  

Qualitätskontrollen 

Qualitätskontrollen enthalten eine bekannte Menge des Analyten gelöst in der gleichen biologischen 

Matrix wie die zu untersuchenden Proben. Hierfür wurden Lysat Vorräte angesetzt, die nachfolgend in 

den Experimenten mitgemessen wurden. Dabei beschreibt die erneute Analyse der Proben (auf engl. 

incurred sample reanalysis) eine wiederholte Messung von sowohl gleichen Lysaten im Rahmen einer 

Nachmessung zur Untersuchung der Messgenauigkeit als auch von unterschiedlichen Lysaten zur Ana-

lyse der Reproduzierbarkeit des Lysierungsprotokolls und der damit gemessenen ARID1A-

Konzentration eines Tumors. Die ausgewählten Proben müssen eine hohe Konzentration in der frei nuk-

leären Fraktion, eine mittlere Konzentration im Chromatin und eine geringe Konzentration im Zytosol 

besitzen. Auf einer Platte werden zwei Tumore mit jeweils drei Fraktionen in Duplikaten aufgetragen, 

sodass sechs Qualitätskontrollen pro Versuch untersucht werden. Mindestens 67 % der Qualitätskon-

trollproben müssen > 75 % Richtigkeit und < 25 % Abweichung in der Präzision aufweisen [31,122].  

Spike recovery Analyse  
Die Spike recovery ist der Anteil des wiedergefundenen ARID1A-Fragments in der mit Fragment ver-

setzten Matrixprobe im Vergleich zu der mit Fragment versetzten reinen Pufferprobe. Die Spike 

recovery drückt letztlich aus wie gut der primäre Antikörper sein Epitop in einer Matrix finden kann. 
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Einfluss auf diese Bindung kann beispielsweise eine Protein-Protein-Interaktionen im Sinne einer Kom-

plexbildung des Zielproteins nehmen, welche exemplarisch zu falsch-niedrigen Konzentrationsmessun-

gen führen würde. Werte zwischen 80-120 % sind anzustreben [31,122]. 

Um die Spike recovery (engl. für Wiederfindungsrate) zu berechnen, werden drei Arten von Proben 

hergestellt und anschließend wird gemäß Formel 5 die Rate der Wiederfindung des ARID1A-Fragments 

in einer Matrix im Vergleich zu einer Pufferlösung berechnet: 

1. „Matrix-unspiked“: Fraktionen des ARID1A-Knockout Zellpellets (ab278824, Abcam) werden 

1:26 verdünnt in Karbonatpuffer;  

2. „Matrix-spiked“: ARID1A-Knockout-Zellpelletfraktionen von ab278824 werden 1:26 verdünnt 

in Karbonatpuffer, um mit Endkonzentrationen des ARID1A-Fragments von 25 ng/ml, 12,5 

ng/ml und 6,25 ng/ml versetzt; 

3. „Puffer-spiked“: ARID1A-Fragment wurde in Karbonatpuffer verdünnt, sodass Endkonzentra-

tionen des ARID1A-Fragments von 25 ng/ml, 12,5 ng/ml und 6,25 ng/ml entstehen.  

 

3^"'(	B(#0_(BE	(%) = 	 [(2) 	−	(1)]/(3) 	× 	100 

Formel 5. Der ELISA-Validierungsparameter Spike recovery. 
Legende: Die im Text beschriebenen drei Werte (1: „Matrix-unspiked“, 2: „Matrix-spiked“, 3: „Puffer-
spiked“) werden ins Verhältnis zueinander gesetzt, sodass letztlich die Spike recovery in Prozent für 
eine bestimmte Konzentration des ARID1A-Fragments angegeben werden kann.  
 

Stabilität 

Nach der Lysatherstellung werden die Proben bei -20 °C gelagert. Um eine hohe Reproduzierbarkeit zu 

gewährleisten, werden acht Lysate auf einmal hergestellt, auch der ELISA wird simultan auf mehreren 

Platten durchgeführt, um Schwankungen zu minimieren. Einige Lysate wurden erst nach mehreren Wo-

chen bis teilweise Monaten Lagerung bei -20 °C gemessen, wobei sich keine Auffälligkeiten zeigten.  

4.4 Immunhistochemie 

Bezeichnung Firma, Artikelnummer 
Anti alpha-Tubulin ab7291, Abcam, Cambridge, UK 
Anti-ARID1A - C-terminal  ab176395, Abcam, UK 
ARID1A (Abcam) ab182560, Abcam, UK 

ARID1A (PSG3) sc-32761, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 
Texas, USA 

ARID1A (C-7) sc-373784, Santa Cruz Biotechnology, USA 
Anti-Histon H3  ab1791, Abcam, UK 
Goat Anti-rabbit IgG ab6721, Abcam, UK 
EnVision+ System-HRP Labelled Polymer Anti-
Mouse K4001, Agilent/ Dako, Santa Clara, CA, USA 

EnVision+ System-HRP Labelled Polymer Anti-
Rabbit K4003, Agilent/ Dako, USA 

EnVision+ System-HRP Rabbit/Mouse K5007, Agilent/ Dako, USA 
Tabelle 9. Antikörper. 
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Neben der Proteinexpression von ARID1A mittels eines ELISAs (siehe Abschnitt 4.1) wurde von aus-

gewählten Patientenproben eine immunhistochemische Analyse durchgeführt. In diesem Verfahren 

führt ein Neuropathologe den Zuschnitt der Tumorprobe durch, die anschließend in dem Einbettauto-

maten (Shandon) in Paraplast Plus (McCormicks Scientific) eingebettet wird.  

Eingebettete Tumorproben wurden an einem Schlittenmikrotom (Leica) unter Kühlung der Proben auf 

einer Kühlplatte (RWW Medizintechnik) auf 1-2 µm Dicke geschnitten und mit Hilfe eines Wasserbads 

auf Objektträger (SuperFrost Plus, R. Langenbrinck GmbH) transferiert. Anschließend erfolgte eine 

Wärmebehandlung der Objektträger für mindestens 12 Stunden bei 56 °C im Wärmeschrank (Heraeus 

Instruments). Durch diesen letzten Schritt wird eine verbesserte Haftung des Gewebeschnittes auf den 

Glasobjektträger erzielt, sodass eine Weiterbehandlung am nächsten Tag erfolgen konnte.  

Im Rahmen der Weiterbehandlung zur Darstellung ARID1A-enthaltender Strukturen mittels Antikörper 

wurden mehrere Objektträger gleichzeitig entparaffiniert und anschließend rehydriert. Dabei ist der erste 

Schritt eine dreimal 10-minütige Inkubation in Xylol (Herauslösen des Paraffins), gefolgt von einer 

zweimalig 2-minütigen Inkubation mit 100 % Ethanol. Es folgen jeweils 2-minütige Intervalle in 90 % 

Ethanol, 80 % Ethanol und letztlich 70 % Ethanol bis die Schnitte mit Aqua dest. gespült werden.  

Nachfolgend werden die endogenen Peroxidasen durch eine 10-minütige Behandlung mit 1 %-iger Was-

serstoffperoxid-Lösung blockiert und die Objektträger anschließend in Aqua dest. gespült.  

Durch das Aufkochen der Objektträger in Puffer (pH 6,1, Agilent/ Dako) für 30 Minuten in einem 

Dampfgarer (Phillips) erfolgte eine Antigendemaskierung. Anschließend wurden die Proben für 30 Mi-

nuten abgekühlt, in Aqua dest. gespült und in TBST (siehe 3.1.4) gestellt.  

In einem nächsten Schritt wurden Coverplates (Thermo Fisher Scientific) mittels TBST ohne Luftein-

schlüsse direkt an die Objektträger angelegt, sodass diese durch hydrostatische Kräfte haften bleiben. 

Um die korrekte Anhaftung zu überprüfen, wird als Durchlaufkontrolle TBST in den kleinen Spalt zwi-

schen Coverplate und Objektträger pipettiert, sodass bei langsamer Durchlaufzeit des TBST eine kor-

rekte Lage angenommen werden konnte.  

In der immunhistochemischen Färbung wurde anschließend der Primärantikörper ab182560 (Abcam, 

UK) in einer Verdünnung von 1:1000 mit Dako REAL Antibody Diluent verwendet. Die Objektträger 

wurden jeweils mit 100 µl der Antikörper-Verdünnung für 45 Minuten bei 20-25 °C Raumtemperatur 

inkubiert. Nachfolgend wurde dreimal mit TBST gespült und es erfolgte die Inkubation mit dem Sekun-

därantikörper „EnVision /HRP Rabbit/Mouse“ (Dako) für 30 Minuten bei Raumtemperatur, gefolgt von 

drei weiteren Spülschritten mit TBST.  

Anschließend erfolgte die Farbentwicklung in der feuchten Kammer: Hierzu wurde ein Objektträger mit 

jeweils 200 µl DAB-Lösung (Dako REAL DAB+ Chromogen kombiniert mit Dako REAL Substrate 

Buffer, Agilent, 1:50, frisch angesetzt) bedeckt und für 6-8 Minuten inkubiert. Die sich entwickelnde 

Farbreaktion wurde abgewartet, sodass die zuvor beschriebenen 6-8 Minuten individuell für jeden Ob-

jektträger bestimmt wurden. Zum Stoppen der Reaktion wurden die Objektträger mehrfach mit Aqua 

dest. gespült.  
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Die ARID1A gefärbten Strukturen sind nun sichtbar und es erfolgte eine Gegenfärbung mittels Mayer’s 

Hämalaunlösung (Merck) für 20 Sekunden. Nach kurzem Spülen mit Aqua dest. wurden die Objektträ-

ger unter lauwarmes Leitungswasser gestellt und gebläut. Der hierbei höhere pH-Wert des Wassers 

führte zu einem Farbumschlag mit intensiver Blaufärbung der Zellkerne. Nach einer Spülung mit Aqua 

dest. wurden die Objektträger in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. Hierfür wurden die 

Schnitte kurz in 70 % Ethanol getaucht, gefolgt von einer kurzen Behandlung mit 80 % Ethanol und 

letztlich 90 % Ethanol. Anschließend wurde zweimalig für zwei Minuten in 100 % Ethanol inkubiert 

sowie zweimalig 2-minütig in Xylol.  

Die Objektträger wurden aus dem Xylol mit Entellan (Merck) eingedeckt. Dann erfolgte eine Trocknung 

im Wärmeschrank für 10 Minuten bei 80 °C. Ein Durchlichtmikroskop (BH-2, Olympus) mit externer 

Lichtquelle (LED-DC Regelnetzgerät, BW-Optik) diente zur Interpretation der Ergebnisse. Das rot-

braun angefärbte ARID1A Protein wurde hierbei verglichen mit bläulich Strukturen, die durch die Hä-

malaun-Gegenfärbung entstanden sind. Im Wesentlichen erfolgte die Analyse aufgrund der Lokalisation 

innerhalb verschiedener Zellkompartimente, innerhalb verschiedener Tumorbereiche eines einzelnen 

Meningeoms und im Vergleich zu Meningeomen. Zuletzt erfolgte mithilfe des Programms „Leica Ap-

plication Suite (LAS) Version 3.8“ (Leica Microsystems) eine digitale Speicherung der Bilder. 

4.5 Western blot  
Die Entwicklung des ELISA stellt eine neue Methode dar, die bis dato keiner Fremdkontrolle unterzogen 

wurde. Trotz frei verkäuflicher ARID1A Sandwich ELISAs wurde der in dieser Arbeit entwickelte 

ELISA nicht extern validiert. Um den neu etablierten ELISA daher zu evaluieren, wurde eine Western 

blot Analyse (Nachweismethode von Proteinen durch Übertragung (engl. blotting) auf eine Trä-

germembran) durchgeführt nach der Methode von Laemmli (1970) [60]. Diese diente der Bestätigung, 

ob das ARID1A-Fragment mit den Antikörpern korrekt interagiert und ob das Antikörperpaar eine hohe 

Spezifität aufweist. Weiterhin wird untersucht, ob eine Auftrennung der Tumorlysate in einzelne Zell-

fraktionen sinnvoll erscheint.  

Im ersten Schritt werden die Tumorlysate so verdünnt, dass eine Probe mit 30 µg Tumorlysat entsteht. 

Anschließend erfolgt eine Verdünnung im Verhältnis 1:4 mit dem LDS-Puffer (Thermo Fisher Scienti-

fic). Davon werden 30 µl im AnykD-SDS-PAGE Gels in dem TRIS-glycin buffer system (Bio-Rad 

Laboratories) aufgetragen. Weiterhin wird im Laufpuffer (siehe 8.2) vorverdünntes ARID1A-Fragment 

einer definierten Konzentration im Verhältnis 1:3 mit dem Laemmli-Probenpuffer (siehe 8.2). versetzt. 

Anschließend werden von verdünnten Tumorlysaten sowie ARID1A-Fragment (Abnova) jeweils 15 µl 

im SDS-PAGE Gel zusammen mit einem Größenmarker (Bio-Rad Laboratories) aufgetragen. Das Gel 

wird für 1,5 Stunden bei 120 V im Laufpuffer unter ständiger Kühlung laufen gelassen.  

Im nächsten Schritt wird das Gel in TBS (siehe 8.2) für 15 Minuten unter ständigem Schwenken gewa-

schen. Danach werden die Nitrocellulose Membran (Bio-Rad Laboratories), der Schwamm sowie das 
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Filterpapier (GE Healthcare Life Sciences) im Transferpuffer (Laemmli-Probenpuffer) benässt. Es er-

folgt anschließend der „wet transfer“ (engl. für nasser Transfer) der Proteine vom Gel auf die Membran 

bei 100 V im Wet blot (Bio-Rad Laboratories). Sofern das ARID1A-Fragment (Abnova), 37,84 kDa 

schwer, von Interesse des Versuchs war, wurde die Spannung unter ständiger Kühlung in der Elektro-

phoresekammer Western blot (Bio-Rad Laboratories) für 30 Minuten angelegt. Lag der Fokus des Ex-

periments auf Volllängen-ARID1A, 242 kDa schwer, so wurde die Spannung für 60 Minuten angelegt, 

um einen besseren Transfer größerer Proteine zu gewährleisten.  

Anschließend wird die Membran für 10 Minuten in TBS-T 0,05 % gewaschen und über Nacht mit         

0,2 % Casein (Tropix I-Block, Thermo Fisher Scientific) in PBS-T 0,05 % im Kühlschrank bei 4 °C 

inkubiert. Am nächsten Morgen wird die Membran viermal 5 Minuten mit TBS-T 0,05 % gewaschen 

und danach mit 10 ml des primären Antikörper ab182560 (Abcam) in einer 1:2000 Verdünnung mit 

TBS-T 0,05 % unter ständigem Schwenken bei Raumtemperatur für 2 Stunden inkubiert. Es erfolgt 

erneut ein Waschschritt, bei dem viermal 5 Minuten mit TBS-T 0,05 % gewaschen wird. Nachfolgend 

werden 10 ml des 1:500 in TBS-T 0,05 % verdünnten sekundären Antikörper K4003 (HRP-gekoppelte 

anti-rabbit, Dako) auf die Membran pipettiert. Dieser wird für 2 Stunden bei Raumtemperatur und stän-

digem Schwenken mit der Membran inkubiert. Es erfolgt erneut ein Waschschritt, bei dem viermal 5 

Minuten mit TBS-T 0,05 % gewaschen wird. Dann werden 1 ml des Amersham™ ECL Select ™ Wes-

tern blotting detection reagent (VWR) angesetzt und auf die Membran pipettiert. Die Membran wird 

nun im Dunkeln inkubiert, während der Arbeitsplatz in der Dunkelkammer vorbereitet wird. Letztlich 

wird der Hyperfilm™ ECL™ Film (VWR) im Dunkeln für 10-240 Sekunden auf die chemi-lumines-

zierende Membran gelegt. Anschließend wird der Film in den Entwickler (Heraeus Kulzer) und den 

Fixierer (Heraeus Kulzer) für jeweils 1-3 Minuten gelegt. Nach dem Waschen in Wasser wird der Film 

getrocknet. Zur Auswertung wird der Größenmarker herangezogen, der auf jedem Gel mitaufgetragen 

wird. Anhand dieses Markers werden weitere Banden auf dem geschwärzten Film analysiert, da durch 

den Marker eine Größenzuordnung möglich wird. Weitere Charakteristika der Analyse eines Western 

blots werden in den entsprechenden Abschnitten ausgeführt.  

4.6 Statistik  
Die Auswertung der Ergebnisse sowie grafische Darstellung erfolgte mithilfe von „Microsoft Excel 

2021“ (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA), „GraphPad Prism“ (Version 10.2.0, GraphPad 

Software) und „MARS Data Analysis Software“ (BMG Labtech).  

Statistische Tests werden anhand des p-Wertes bemessen, wobei Folgendes gilt: p > 0,05 (ns); 0,01 ≤ p 

< 0,05 (*); 0,001 ≤ p < 0,01 (**); 0,0001 ≤ p < 0,001 (***); p < 0,0001 (****). Ein Test gilt daher als 

signifikant mit einem p-Wert kleiner 0,05 (Signifikanzniveau). Weiterhin wurde das Konfidenzintervall 

sowie der Standardfehler des Mittelwertes (SEM, englisch für standard error of the mean) in die Inter-

pretation miteinbezogen.  
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Die Standardkurven-Analyse, die Interpolation der Daten mit einem logistischen 4-Parameter-logistic 

fit (4PL) oder einem 5-Parameter-logistic fit (5PL) – erforderlich, um die Anpassung der Kurve zu ver-

bessern – erfolgten mit GraphPad Prism (Version 10.2.0).  

Der D'Agostino & Pearson-Test wurde als Test auf Normalverteilung verwendet, wobei ein p-Wert > 

0,05 auf Normalverteilung hinweist. Ungepaarte parametrische t-Tests wurden dann für Gruppen mit 

Gaußscher Normalverteilung durchgeführt, während der Mann-Whitney-Test als nichtparametrischer 

Test verwendet wurde. Dabei diente ein F-Test bei normalverteilten Gruppen zur Überprüfung der Va-

rianz-Homogenität.  

Die Korrelation zwischen Biomarkern (LOH von 1p und 6q) in Tumorgewebe und Serum wird mit dem 

exakten Test von Fisher unter Verwendung von Kontingenztabellen bewertet. Beim Vergleich von Wer-

ten in mehr als zwei Gruppen wird die ANOVA (Analysis of Variance) angewendet, wenn die Werte 

normalverteilt sind, andernfalls wurde Kruskal-Wallis verwendet. Zur Bewertung der wichtigsten Vari-

ablen und zur Anpassung an Störfaktoren wird eine multiple lineare Regression unter Berücksichtigung 

der Multikollinearität durchgeführt. 

4.7 Fremdleistungen 
Die DNA-Isolation wird routinemäßig in der molekularpathologischen Diagnostik des Instituts für Neu-

ropathologie des Universitätsklinikums des Saarlandes durchgeführt. Entsprechende Schritte der DNA-

Aufbereitung wurden daher durch wissenschaftliche Mitarbeiter des Instituts ausgeführt und die Reste 

dieser DNA-Isolation konnten freundlicherweise für die Chromosom 6q Analyse in dieser Arbeit ge-

nutzt werden. In Teilen wurde die Ausführung der PCR und Mikrosatteliten-Analyse für Chromosom 

6q durch wissenschaftliche Mitarbeiter des Instituts unterstützt und übernommen.  

Die Chromosom 1p Analyse wird zudem standardmäßig am Institut für Neuropathologie durchgeführt 

und eine eingehende Analyse bereits in einer Doktorarbeit durch Katrin Bartelmei publiziert [12]. 

Freundlicherweise konnten die Daten dieser LOH 1p Analyse übernommen werden. Proben 1-11 sind 

auch in der Arbeit von Katrin Bartelmei verwendet worden, alle weiteren wurden noch nicht in anderen 

Studien verwendet.  

Außerdem wurden der Zuschnitt der Paraffinblöcke mittels des Kryostaten und die Färbung des HE 

(Hämatoxylin-Eosin Färbung), PR (Progesteronrezeptor), Ki67 (Ki-67 Mitose-Index) und PHH3 (Phos-

phoryliertes Histon H3, aktiver Mitose-Marker) durch das Fachpersonal des Instituts für Neuropatholo-

gie des Universitätsklinikums des Saarlandes übernommen. Die Auswertung erfolgte nach neuropatho-

logischem Facharztstandard und die Daten konnten freundlicherweise übernommen werden.  

Die Angabe des Lokalisationsstatus wurde den Einsendebögen der Kollegen der Neurochirurgie des 

Universitätsklinikums des Saarlandes entnommen und im Einzelfall selbstständig durch Kontaktauf-

nahme überprüft.
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5 Ergebnisse2 

5.1 ELISA-Optimierung  
Das Ziel der Versuchsreihe ist ein einfach handhabbares Verfahren zu entwickeln mit dem akkurat und 

präzise das ARID1A-Level in Tumorlysaten gemessen werden kann. Allerdings blieb ein schneller Er-

folg aus, sodass angenommen wurde, dass das Protokoll des indirekten ELISAs (Enzyme-linked Immu-

nosorbent Assays) Problemen unterliegt. Nachfolgende Versuche mit dem ARID1A-Fragment (ABN-

H00008289-Q01, Abnova) zeigen, dass eine Optimierung möglich ist (vgl. Tabelle 10).  

5.1.1 Substratentwicklung 

Zunächst wurde ein indirektes ELISA-Verfahren getestet, wobei DAB+ (Diaminobenzidin) als chromo-

gene Substanz zum Entwickeln der HRP-gekoppelten sekundären Antikörper (1:1 verdünnt anti-rab-

bit/mouse K5007, Dako, USA; 1:1 verdünnt anti-mouse K4001, Dako) verwendet wird (siehe Protokoll 

1, Tabelle 10).  

Es zeigte sich, dass bei einer Konzentration von 1 µg/ml ARID1A-Fragment (Abnova) die Entwicklung 

mittels DAB+ einen Absorptionsmesswert (Einheit: OD = optische Dichte; Werte zwischen 0 und 3,5) 

bei der Wellenlänge 471 nm von 0,09 liefert. Ändert man das Protokoll dahingehend, dass OPD (o-

Phenylendiamin) als Substrat im letzten Schritt des ELISA hinzugegeben wird, so erhält man 8,5-fach 

höhere Messwerte mit 0,76. Dabei kann die Umwandlung des Substrates OPD zu 2,3-Diaminophenazin 

durch die Horseradish Peroxidase (HRP) [117] bei 450 nm gemessen werden. Allerdings läuft diese 

Reaktion, genauso wie auch die DAB-Reaktion kontinuierlich weiter. Daher wurde ein Zeitintervall von 

30 Minuten definiert, bis die Reaktion gestoppt wird. Dieser Stopp wird durch 2,5 M Schwefelsäure 

ausgelöst, wobei der Farbstoff von Gelb zu Orange umschlägt und bei 490 nm messbar ist. Neben einem 

veränderten Absorptionsspektrum gewinnt der Farbstoff zusätzlich an optischer Dichte, sodass ein wei-

terer Anstieg des Signals um den Faktor 3,5 erreicht werden kann auf einen Absorptionswert von 2,67.  

Letztlich wurde durch diese beiden Veränderungen eine Erhöhung des Absorptionssignals um den Fak-

tor 30 erreicht, was zur ersten Veränderung im Protokoll führte (vergleiche Protokolle 3 und 4, Tabelle 

10). Ein Test der zu verwendenden Reaktionsvolumina – 50 µl oder 100 µl – ergab, dass ein Volumen 

von 100 µl einen Sensitivitätsgewinn erbringt (siehe Protokoll 2, Tabelle 10).  

 
2 Es ist anzumerken, dass die Ergebnisse dieser Arbeit bereits veröffentlich wurden [44] oder sich noch 

im Publikationsprozess befinden (siehe 9.1). Formal gesehen müsste eine Zitierung der in dieser Arbeit 

gewonnen Ergebnisse stattfinden, allerdings wird darauf aufgrund einer besseren Lesbarkeit verzichtet. 

Abbildungen wurden auf deutsch übersetzt und angepasst, auch hier wird aufgrund des einfacheren Ver-

ständnisses von einer ständigen Zitierung abgesehen. 
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5.1.2 Waschen, Blocken und Pufferlösungen  

Neben der Substratentwicklung wurde hinterfragt, welchen Einfluss unterschiedliche Blocking-Lösun-

gen auf die Sensitivität und Spezifität des ELISA haben. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10 zusammen-

gefasst. Es zeigte sich, dass Casein 5 % (Thermo Fisher Scientific) in PBS (Phosphate-buffered saline, 

pH 7,4) keine Verbesserung im Vergleich zu Casein 1 % in PBS aufweist (siehe Protokolle 5, Tabelle 

10). Verwendet man jedoch eine andere Pufferlösung für Casein 1 % – PBS mit 0,05 % Tween-20 

(Caesar & Loretz) statt PBS – so zeigt sich insbesondere eine erhöhte Spezifität des ELISA (vergleiche 

Protokoll 6, Tabelle 10). Fortan ist daher das Detergens Tween-20 in einer Konzentration von 0,05 % 

(PBST 0,05 %) Bestandteil der Pufferlösung für Casein 1 %.  

Eine veränderte Blocking-Lösung, BSA 5 % (Bovines Serumalbumin) in TBS (TRIS-buffered saline, 

pH 7,8), zeigte keine Verbesserungen im Vergleich zu Casein 1 % in PBS, sodass dieses Blocking-

Agens nicht in das Protokoll aufgenommen wurde (siehe Protokoll 8, Tabelle 10). Letztlich konnte durch 

die Verdünnung von Casein von 1 % auf 0,2 % (= Blocking Puffer) eine Verbesserung in der Sensitivität 

erzielt werden (vergleiche Protokoll 9, Tabelle 10). Nachfolgend wurde untersucht, ob die Zugabe von 

Tween-20 im Waschpuffer eine Optimierung der Spezifität darstellt und es zeigte sich auch hier eine 

Optimierung der Spezifität (vergleiche Protokoll 7, Tabelle 10).  

Protokoll 8 zeigte außerdem, dass es einen wesentlichen Unterschied macht, in welcher Pufferlösung 

man den primären Antikörper verdünnt. So zeigt eine Verdünnung in 1 % BSA und TBS eine verbesserte 

Spezifität im Vergleich zur Verdünnung im Waschpuffer PBS. Dieser Effekt wurde nochmal gesteigert, 

indem Casein 0,2 % in PBST 0,05 %, der Blocking Puffer, als Lösungspuffer für den primären Antikö-

per diente (vergleiche Protokoll 10, Tabelle 10).  

Zur Evaluation des Protokolls 10 wurde eine Analyse des Hintergrundsignals durchgeführt mit Hilfe 

des Protokolls 12, bei dem statt dem primären Antikörper PBS aufgetragen wird, sodass ausschließlich 

eine Interaktion des sekundären Antikörpers K4003 (Dako) mit dem Tumorlysat ein Signal produzieren 

kann. Hierbei zeigt sich mit Protokoll 10 ein Hintergrundsignal im Chromatin, das circa 45 % des ei-

gentlichen Absorptionssignals (angegeben als OD) ausmacht, jedoch in keiner anderen Fraktion zu se-

hen ist.  

Eine Optimierung erfolgte, indem der sekundäre Antikörper im Blocking Puffer, Casein 0,2 % in PBST     

0,05 %, mit 1:2 verdünnt wurde. Mit diesem Protokoll misst man noch ein Hintergrundsignal von 19 % 

OD. Daher wurde Protokoll 11 als optimales ELISA-Protokoll identifiziert, mit dem man ARID1A best-

möglich quantifizieren kann. Dieses wird daher standardmäßig in den folgenden Experimenten verwen-

det. Insbesondere erfolgt damit die Validierung und die Auswertung der 61 Meningeome in der Unter-

suchungskohorte.  
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Schritte  Protokoll 1 Prot. 2 Prot. 3 Prot. 4 Prot. 5 Prot. 6 
Volumen 50 µl 100 µl 
Coating Carbonat-Puffer pH 9,6 
Waschen 1 PBS pH 7,4 PBS  PBS PBS PBS PBS 
Blocken 1 % Casein, 

PBS 
1 % Casein, 
PBS 

1 % Casein, 
PBS 

1 % Casein, 
PBS 

5 % Ca-
sein, PBS 

1 % Casein, 
PBST 0,05 % 

Waschen 2 PBS PBS PBS PBS PBS PBS 
Primärer        
AK 

PBS PBS PBS PBS PBS PBS 

Waschen 3 PBS PBS PBS PBS PBS PBS 
Sekundä-
rer AK 

1:1 unver-
dünnt  

1:1 unver-
dünnt  

1:1 unver-
dünnt  

1:1 unver-
dünnt  

1:1 unver-
dünnt  

1:1 unver-
dünnt  

Waschen 4  PBS PBS PBS PBS PBS PBS 
Substrat DAB+ DAB+ OPD OPD OPD OPD 
Stopp    H2SO4 2,5M H2SO4  H2SO4 
Ergebnis          
(a: Sensiti-
vität; b: 
Spezifität) 

a: - 
b: (- - -) 

a: + 
b: (- - -) 
→ 100 µl 
ab sofort 

a: + +  
b: - - - 
→ OPD ab 
sofort 

a: + + + 
b: - - - 
→ zusätzlich 
Stoppen  

a: + + + 
b: (- - -) 

a: + + + 
b: (- -)   
→ Tween-20 
dazu 

 

Schritte  Protokoll 7 Prot. 8 Prot. 9 Prot. 10 Prot. 11 Prot. 12 
Volumen 100 µl 
Coating Carbonat-Puffer 
Waschen 1 PBST 0,1 % PBST 0,1% PBS PBST 0,1% PBST 0,1% PBST 0,1% 
Blocken 1 % Casein, 

PBS 
5 % BSA, 
TBS 

0,2 % Ca-
sein, PBST 
0,05 % 

Blocking 
Puffer         
(= Prot. 9) 

Blocking 
Puffer 

Blocking 
Puffer 

Waschen 2 PBST 0,1 % PBST 0,1% PBS PBST 0,1% PBST 0,1% PBST 0,1% 
Primärer       
AK 

PBS 1% BSA, 
TBS 

PBS Blocking 
Puffer 

Blocking 
Puffer 

PBS ohne 
AK 

Waschen 3 PBST 0,1 % PBST 0,1% PBS PBST 0,1% PBST 0,1% PBST 0,1% 
Sekundä-
rer AK 

1:1 unver-
dünnt 

1:1 unver-
dünnt 

1:1 unver-
dünnt 

1:1 unver-
dünnt  

1:2 in      
Blocking 
Puffer  

1:2 in      
Blocking 
Puffer  

Waschen 4  PBST 0,1 % PBST 0,1% PBS PBST 0,1% PBST 0,1% PBST 0,1% 
Substrat OPD OPD OPD OPD OPD OPD 
Stopp H2SO4 2,5 M H2SO4 H2SO4  H2SO4  H2SO4  H2SO4  
Ergebnis          
(a: Sensiti-
vität; b: 
Spezifität) 

a: + + + 
b: (-) 
→ ab sofort 
waschen mit 
PBST 0,1 % 

a: + + + 
b: (+) 
→ AK in 
Blocking 
Puffer ver-
dünnen; 
BSA kein  
Vorteil 

a: + + + 
b: (+ +) 
→ 0,2 % 
Casein 
äquivalent 
zu 1 % 

a: + + + 
b: + +  
(45 % Hin-
tergrund in 
Chromatin) 
→ Prim. 
AK in 0,2 
% Casein 
verdünnen 

a: + + + 
b: + + + 
(19 % Hin-
tergrund in 
Chromatin) 
→ Sek. AK 
in 0,2 % 
Casein ver-
dünnen 

Untersu-
chung des 
Hinter-
grundsig-
nals (Siehe 
Protokoll 
10 & 11) 

Tabelle 10. Darstellung unterschiedlicher Protokolle und deren Einfluss auf das Ergebnis. 

Legende: Das Ergebnis wird semiqualitativ dargestellt mit einer Skala von - - - bis + + +. Ist das Ergebnis 
in Klammern () angegeben, so erfolgt die Interpretation aus einem Vergleich mit anderen Tumorlysaten 
ohne den bestmöglichen Vergleich mit dem ARID1A Knockout-Lysat. Verbesserungen in rot hervorge-
hoben. Veränderungen, von links nach rechts gelesen, in fett und kursiv hervorgehoben. Protokoll 11 
wird unterstrichen, da dieses für die Auswertung des Patientenkollektivs dient. „AK“ meint Antikörper, 
„Prot.“ meint Protokoll. Blocking Puffer = 0,2 % Casein, PBST 0,05 %. H2SO4 wird routinemäßig als 
2,5 M (mol/l) Lösung verwendet (aus Platzgründen nicht angegeben). 
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5.1.3 Primäre Antikörper 

Zunächst wurde mit dem primären C-7 ARID1A-Antikörper (sc-373784, Verdünnung 1:30 bis 1:3000, 

Santa Cruz, USA) gearbeitet, der sein Bindungsepitop (1236-1325) innerhalb der Sequenz des ARID1A-

Fragments (Aminosäuren 1216-1325, Abnova) besitzt. Weiterhin wurde auch der PSG-3 Antikörper 

(sc-32761, 1:30 bis 1:3000, Santa Cruz) getestet. Beide Antikörper lieferten jedoch im Vergleich zum 

Antikörper ab182560 (Verdünnung 1:300 bis 1:3000, Abcam, UK) eine niedrigere Sensitivität und der 

Antikörper sc-32761 (Santa Cruz) hat den Nachteil, dass sein Bindungsepitop (Aminosäuren 600-1018) 

außerhalb des ARID1A-Fragments (Aminosäuren 1216-1325, Abnova) liegt.  

Verdünnungen 1:300, 1:1000 und 1:3000 von ab182560 (Abcam) werden evaluiert und es zeigt sich, 

dass eine Verdünnung von 1:1000 eine sehr gute Sensitivität und Spezifität besitzt und verwendet wer-

den muss, um die niedrigen Konzentrationen von ARID1A in den Tumorgeweben zu quantifizieren. 

Das Bindungsepitop des Antikörpers ab182560 (Aminosäuren 1200-1350, Abcam) liegt innerhalb des 

ARID1A-Fragments (Aminosäuren 1216-1325, Abnova).  

5.2 Standardisierung und Validierung  
In Abschnitt 4.3.5 wird beschrieben mittels welcher Parameter ein ELISA validiert wird. Die folgenden 

Abschnitte erläutern die Ergebnisse der Experimente zur Standardisierung und Validierung. Die Primär-

daten mit Angabe der Messwerte in der Einheit der optischen Dichte sind für die Standardkurve in Ta-

belle 19 und Tabelle 20 im Anhang (Kapitel 8.5) einzusehen. Eine Darstellung der Rohdaten für die 

erneute Analyse der Proben ist in Tabelle 21 zu finden.     

5.2.1 Standardkurve 

Zu Beginn der Versuchsreihe erfolgt die Erstellung einer Standardkurve nach den Parametern, wie sie 

in Abschnitt 4.3.5 beschrieben sind. Die Standardkurve, auch Kalibrierungskurve genannt, wird benötigt 

um Absorptionssignale, gemessen in der Einheit der optischen Dichte (OD, Werte zwischen 0 bis 3,5), 

in Konzentrationen, gemessen in ng/ml, umzurechnen. Exemplarisch zeigt daher Abbildung 10A Dup-

likate eine Standardkurve, wie sie für jeden Versuch erstellt wurde. Von links nach rechts sind steigende 

Konzentrationen in den Wells zu finden, die auch schon optisch eine intensivere Orangefärbung aufzei-

gen (schwarzes Rechteck, Abbildung 10A).  

Die EMA und die FDA verlangen, dass sowohl für jeden Analyten als auch für jedes Experiment eine 

Standardkurve erstellt wird, weshalb die Validierung sowohl für die Methode allgemein (AE-Modell, 

alle Experimente dienen zur Erstellung einer Standardkurve) als auch für jeden einzelnen Versuch (EP-

Modell, es werden jeweils für alle 11 Experimente die Duplikate einer ELISA-Platte zur Erstellung einer 

Standardkurve zur Rate gezogen) vorgenommen wurde (siehe Abschnitt 4.3.5).  

Für die Versuche 1, 2, 4 und 5 diente der Wert 3,5 als Ankerpunkt „Top“, da diese das Modell optimier-

ten (siehe Tabelle 19). Anhand dieser Werte kann die Richtigkeit (siehe Formel 1) ermittelt werden, die 

zusammenfassend in Tabelle 11 gezeigt sind. So liefert die Modellierung mit Hilfe des AE-Modell eine 
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inter-assay Richtigkeit (Formel 3) von 90,26 % und von 93,16 % mittels des EP-Modell. Die inter-assay 

Präzision liegt im EP-Modell bei 4,45 % Coefficient of variation (CV, siehe 4.3.5) und im AE-Modell 

liefert der selbst entwickelte ELISA eine inter-assay Präzision von 4,53 % CV. R2-Werte von über 0,99 

werden in 9 von 11 Versuchen im EP-Modell erreicht. Auch das AE-Modell liefert als Zusammenfas-

sung für alle 11 Standardkurven einen R2-Wert von 0,99.  

Die Sensitivität (auch Detektionslimit, engl. detection limit (DL), genannt) wird, wie in Abschnitt 4.3.5 

beschrieben, bestimmt und es zeigt sich ein Detektionslimit von 0,39 ng/ml ARID1A-Konzentration 

(siehe Abbildung 10). Das Standard bei 0,39 ng/ml verfehlt jedoch die Kriterien der Richtigkeit mit        

> 75 % und die Kriterien der Präzision von < 25 % CV, wenn man ihn in das AE-Modell integrieren 

möchte, sodass ein unteres Quantifikationslimit (LLOQ, siehe Abschnitt 4.3.5) für den in dieser Arbeit 

entwickelten ELISA mit 0,78 ng/ml ermittelt werden konnte (siehe Abbildung 10). Die Messspanne 

liegt zwischen 0,78 ng/ml und 50 ng/ml, wobei das obere Quantifikationslimit (ULOQ, siehe Abschnitt 

4.3.5) mit 50 ng/ml um den Faktor 64 höher liegt als das LLOQ und 128-mal höher als das Detektions-

limit. 

Um die Ergebnisse mit einer etablierten, aber weniger quantitativen Methode zu vergleichen, werden 

Western blot Analysen mit den gleichen Antikörpern durchgeführt, die auch im ELISA zur Anwendung 

kommen (primärer Antikörper: ab182560, sekundärer Antikörper K4003, Dako). Die Analyse des Tu-

morlysats, hergestellt nach dem in 4.3.2 beschriebenen Protokoll, zeigt in den vier Zellfraktionen im 

Western blot, dass die ARID1A-Signale in den Fraktionen Frei Nukleär und Chromatin höher sind als 

die im Zytosol und in der Membran (siehe Abbildung 10C und Abbildung 28C, rechts). Somit ergibt 

sich eine Übereinstimmung mit den ELISA-Ergebnissen (vgl. Abbildung 10B).  

Bei Verwendung des ARID1A-Fragments (Abnova) in verschiedenen Verdünnungen (0,5-1000 ng/ml, 

Abbildung 10B) lassen sich Banden in etwa auf der erwarteten Höhe von 37,84 kDa (Molekulargewicht 

ARID1A-Fragment) finden. Diese Banden zeigen auch eine adäquate Verringerung der Signalintensität 

von höheren zu niedrigeren Konzentrationen, welche in der densitometrischen Analyse einer sigmoida-

len Kurve ähneln und somit die dargestellten Ergebnisse des ELISAs belegen (siehe Abbildung 28A). 

Weiterhin sind zusätzliche Banden bei einem Molekulargewicht von etwas weniger als 20 kDa sichtbar, 

welche insbesondere bei höheren Konzentrationen zu sehen sind (Abbildung 10B). 
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Abbildung 10. Standardkurve des ARID1A-ELISA mit Messspanne und Einzelmessungen in vier Frak-
tionen eines Gewebelysates im AE-Modell. 
Legende: Als Antikörperpaare wurden in allen Versuchen ab182560 (Abcam, UK) als primärer Anti-
körper (1:2000 verdünnt) und K4003 (1:2 verdünnt, Dako, USA) verwendet, wie in Abschnitt 4 be-
schrieben. (A) Dargestellt sind das Detektionslimit (DL) sowie das untere Quantifizierungslimit 
(LLOQ) und das obere Quantifizierungslimit (ULOQ). LLOQ und ULOQ definieren die Messspanne. 
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Zudem sind vier Zellfraktionen aus einem Tumor gezeigt (rote Dreiecke) und es erfolgt eine graphische 
Darstellung einer ELISA-Platte, wie sie am Ende eines Versuchs aussieht (schwarzer Kasten). (B) Auf 
der linken Spur befinden sich 6 µl des Molekulargewichtsmarkers (MW). ARID1A-Standards werden 
in SDS-PAGE-Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 1 % SDS (w/v), pH 8,4) auf die über der 
Trägermembran angegebenen Konzentrationen verdünnt. Die mit ImageJ ermittelten Messwerte Densi-
tometrie sind in Abbildung 28 angegeben [24]. (C) Die Lysat Fraktionierung des Tumorgewebes erfolgt 
in Zytosol (ZYT), Membran (M), Frei nukleär (FN) und Chromatin (CHR). Der Vergleich mit einem 
Molekulargewichtsmarker (MW, linke Spur) erlaubt die Größenabschätzung der intensiven Bande bei 
etwa 242 kDa, die spezifisch ARID1A kennzeichnet (schwarzer Pfeil). Als primären Antikörper gegen 
alpha-Tubulin als Ladekontrolle wird ab7291 (Abcam, UK) verwendet mit einem Signal bei ca. 50 kDa.  
 
5.2.2 Spezifität 

Wie in Abschnitt 5.1.3 ausgeführt wird, ist der Antikörper ab182560 (Abcam, UK) in Bezug auf die 

Sensitivität besser als die anderen getesteten primären Antikörper und wird auch zur Analyse des Pati-

entenkollektivs verwendet. Zur Überprüfung der Spezifität werden zwei Zell Pellets (ab278824, Abcam) 

– ARID1A-Wildtyp und ARID1A-Knockout – miteinander verglichen mit dem ELISA-Protokoll 11 aus 

Tabelle 10. Die mit Hilfe der Standardkurve ermittelten ARID1A-Konzentrationen sind in Abbildung 

11A dargestellt. Im Zytosol finden sich im Wildtyp 3,86 ng/ml ARID1A verglichen mit 0,33 ng/ml im 

Knockout. Dies entspricht einer Reduktion des Signals um 91,4 %, wobei anzumerken ist, dass dieser 

Unterschied statistisch hoch signifikant ist (p = 0,0002). Für die Fraktion Membran ergeben sich 

ARID1A-Konzentrationen von 0,41 ng/ml verglichen mit 0,12 ng/ml im Knockout, sodass eine Ver-

minderung von 70,9 % festzuhalten ist, die nicht signifikant ist (p = 0,0791).  

Es fällt außerdem auf, dass in den beiden Fraktionen Werte zurückgerechnet werden, die unterhalb der 

Messspane liegen (siehe Abschnitt 5.2.1). Daher ist es wichtig anzumerken, dass diese Werte extrapo-

liert sind aus der Standardkurve und somit streng genommen nicht quantifiziert werden dürfen. Aller-

dings liegen diese Werte noch oberhalb der unteren Asymptote, weshalb der 5-parameter logisitic fit sie 

zurückrechnen kann und die Angabe dieser Werte besser erscheint als die simple Annahme eines Wertes 

„0“ oder die Angabe „nicht auswertbar“. In der Fraktion Frei nukleär zeigen sich im Wildtyp die höchs-

ten Konzentrationen mit 10,07 ng/ml, wobei eine signifikante (p < 0,0001) Reduktion von 90,9 % auf 

0,93 ng/ml ARID1A-Konzentration im Knockout sichtbar ist. Im Chromatin findet sich eine signifikante 

(p = 0,0057) Reduktion von 58,1 %, wobei im Knockout noch 1,21 ng/ml gemessen werden im Ver-

gleich zum Wildtyp mit 2,89 ng/ml (Abbildung 11A).  

Um die Ergebnisse der Spezifitätstestung im ELISA zu bestätigen, werden Western blot Analysen von 

sowohl analogen Lysaten (ab278824, Abcam, UK) als auch von speziell für die SDS-PAGE geeignete 

Lysate (ab257250) durchgeführt. Es zeigt sich in diesen Untersuchungen, dass eine Bande bei ca. 242 

kDa nur im Wildtyp-Lysat sichtbar ist und im Knockout fehlt (siehe Abbildung 11B und Abbildung 

28E, sowie Abbildung 11D und Abbildung 28D, links). Die subzellulär fraktionierten Zelllysate von 

ARID1A-Wildtyp und Knockout (ab278824) zeigen im Western blot eine signifikante Abnahme (p ≤ 

0,01) der Signalintensität der vermuteten ARID1A Bande bei etwa 242 kDa (Abbildung 11B). Bei der 
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densitometrischen Analyse jeder Spur mittels ImageJ [24] zeigt sich auch hier eine signifikante Verrin-

gerung der Signalintensität (p ≤ 0,01 bzw. p ≤ 0,001) in allen vier Fraktionen der ARID1A Knockout-

Zellen verglichen mit dem ARID1A-Wildtyp (siehe Abbildung 11C, Abbildung 28E).  
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Das für den Western blot geeignete lyophilisierte Lysat ab257250 (Abcam, UK) wurde resuspendiert 

nach den Angaben des Herstellers und anschließend analysiert. Sowohl optisch (Abbildung 11D) als 

auch densitometrisch mit ImageJ [24] ermittelt, zeigt sich eine signifikante Reduktion (p < 0,0001) im 

ARID1A-Knokout verglichen mit dem ARID1A-Wildtyp (Abbildung 11E, Abbildung 28D, links). Auch 

in der Western blot Analyse zeigen sich Banden, die am ehesten als Hintergrundsignale eingeordnet 

werden können. So findet man eine 16 kDa schwere Bande im Western blot in der Fraktion Chromatin 

der ARID1A-Wildtyp und -Knockout Lysate, jedoch in keiner anderen Fraktion (Abbildung 11F und 

Abbildung 28E und F, roter Pfeil). Diese Bande scheint unabhängig von der ARID1A-Deletion sichtbar 
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Abbildung 11. Der Vergleich von ARID1A-Wildtyp und -Knockout Lysaten im ELISA und Western 
blot. 
Legende: (A) Subzelluläre Fraktionen, aus HEK-293T ARID1A-Knockout- (weiß) und Wildtyp-Zellli-
nien (schwarz), werden nach dem in 4.3.4 beschriebenen ELISA-Protokoll mit dem primären Antikörper 
ab182560 (Abcam) untersucht. Zur Bestimmung der p-Werte wird ein t-Test herangezogen; (B) Die 
Western blot Analyse erfolgt wie in 4.5 beschrieben, unter Verwendung von ab182560 gegen ARID1A 
und ab7291 (Abcam) gegen alpha-Tubulin als primären Antikörpern. HEK-293T-Zellen (ab278824, 
Abcam, UK) von ARID1A WT und KO werden in Zytosol (ZYT), Membran (M), Frei nukleär (FN) und 
Chromatin (CHR) fraktioniert. Die densitometrische Analyse konzentriert sich auf eine Bande bei fast 
242 kDa im Vergleich zu einem Molekulargewichtsmarker (rechte Spur), die für ARID1A spezifisch ist 
(schwarzer Pfeil in B); (D) Western blot Analyse unter Verwendung der primären Antikörper ab182560 
und ab7291. Für die Analyse von ARID1A-Knockout (KO) und Wildtyp (WT) wird das lyophilisierte 
Zellpellet ab257250 (Abcam, UK) verwendet, wobei jede Spur 6 µL der resuspendierten Pellets gemäß 
den Anweisungen des Herstellers enthält. Die Molekulargewichtsmarker (MW) bei 250 kDa und 50 kDa 
kennzeichnen das vermutete ARID1A (242 kDa schweres Protein) bzw. alpha-Tubulin (50 kDa schwe-
res Protein, siehe auch Abbildung 28F, blauer Pfeil); (C, E) zeigen die in (B, D) mit ImageJ [24] ge-
messenen Intensitätsverhältnisse sowie die mit dem T-test ermittelten p-Werte. p > 0,05 (ns); 0,01 ≤ p 
<0,05 (*); 0,001 ≤ p <0,01 (**); 0,0001 ≤ p <0,001 (***); p <0,0001 (****). (F) Unspezifische Anti-
körperinteraktion im Chromatin von Zelllysaten. Die Western blot Analyse wird wie in 4.5 beschrieben 
durchgeführt mit ab182560 (Abcam, UK) und K4003 (Dako, USA). ARID1A-Knockout HEK-293T-
Zellen (ab278824) werden in Zytosol (ZYT), Membran (M), Frei nukleär (FN) und Chromatin (CHR) 
fraktioniert. Eine Bande – im Vergleich zu einem Molekulargewichtsmarker (rechte Spur) – ist bei ca. 
16,8 kDa (Pfeil) im Chromatin zu sehen und entspricht dem erwarteten Gewicht der MNase. 
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zu sein, sodass es sich um eine unspezifische Bindung handeln könnte, die auf der Höhe der MNase 

(Molekulargewicht: 16,8 kDa) zu finden ist (siehe Abbildung 28F, roter Pfeil). Außerdem findet man 

beispielsweise eine Bande bei etwa 60 kDa (Abbildung 11B) in beiden Lysaten (ARID1A-Wildtyp und 

-Knockout, ab257250, Abcam) des Western blots, wobei keine Zuordnung zu einem Protein möglich ist 

(Abbildung 28F, oberhalb des blauen Pfeils).  

 

 
Abbildung 12. Hintergrundsignale des sekundären Antikörpers in verschiedenen Lysat-Puffern. 
Legende: (A) In diesem ELISA-Versuch werden die Extraktionspuffer (CEB, MEB, NEB und mit 
MNase versetztes NEB, wie in 5.1.2, Protokoll 11) im Verhältnis 1:26 in Carbonatpuffer verdünnt und 
als Beschichtungslösung im ersten Schritt (Coating) des ELISA-Protokolls (siehe 4.3.4) verwendet. (B) 
Im Gegensatz zum Protokoll von (A), in dem sowohl die primären („Prim.“) als auch die sekundären 
(„Sek.“) Antikörper („AK“) auf der Platte inkubiert wurden, wurde dieser ELISA wie folgt modifiziert: 
nur der sekundäre Antikörper K4003 (Dako, USA), 1:2 verdünnt, wurde in die Wells gegeben, nicht 
aber der primäre Antikörper ab182560 („Nur Sek. AK), wie in 5.1.2, Protokoll 12). 

 

5.2.3 Erneute Analyse der Proben  

Zur Analyse von gleichen Lysaten wird ein Lysat unter anderem an unterschiedlichen Tagen, in unter-

schiedlichen Wells einer Platte, anhand der Standardkurven anderer Platten, mit Hilfe neu angesetzter 

Puffer und Lösungen, etc. nochmals analysiert. Dies dient der Kontrolle, ob die einmal festgestellte 

ARID1A-Konzentration reproduzierbar ist, was mit Hilfe der inter-assay Präzision als Prozentwert des 

CV ausgedrückt werden kann (siehe 4.3.5).  

Es zeigt sich für die gleichen Lysate eine Abweichung des CV von 10,05 % in der Fraktion Zytosol, 

wohingegen Frei nukleär und Chromatin einen CV von 10,75 % beziehungsweise 11,06 % aufweisen 

(siehe Tabelle 11, vierte Spalte). Für die Fraktion Membran können solche Berechnungen nicht ange-

stellt werden, da zu viele Werte unterhalb des LLOQ liegen und somit nicht auswertbar sind (siehe 
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„k.A.“; Tabelle 22 im Anhang). Insgesamt werden 18 Tumorpatienten in dieser Gruppe analysiert und 

es wird eine inter-assay Präzision von 10,61 % ermittelt. Zur Berechnung dieses Wertes dient eine arith-

metische Mittelung aller Abweichungen in den unterschiedlichen Tumoren und Fraktionen der gleichen 

Lysate (siehe Tabelle 11, vierte Spalte).  

Zur Analyse der Reproduzierbarkeit des Herstellungs-Protokolls der Lysate und der damit gemessenen 

ARID1A-Konzentration werden unterschiedliche Lysate wie folgt hergestellt: Aus einem Tumor wer-

den zwei Stücke von jeweils 100 mg herausgeschnitten und abgewogen, welche nachfolgend an zwei 

unterschiedlichen Tagen mit Hilfe des Protokolls in Abschnitt 4.3.2 fraktioniert werden. Es zeigt sich 

hierbei ein CV von 12,23 % im Zytosol, sowie von 26,28 % in der Fraktion Frei nukleär und 19,2 % im 

Chromatin. Die inter-assay Präzision der Tumore von sechs Patienten über alle Fraktionen gemittelt 

liegt bei 21,31 % (siehe Tabelle 11, fünfte Spalte). 

Fasst man die beiden Gruppen der gleichen und unterschiedlichen Lysate zusammen, so erhält man eine 

Aussage über alle wiederholten Messungen (siehe Tabelle 11, rechte Spalte). Im Zytosol erhält man 

somit einen CV von 10,31 %, in der Frei nukleären Fraktion von 12,57 % und im Chromatin von       

12,46 %. Über alle Fraktionen gemittelt liegt der Wert bei 11,78 % (siehe Tabelle 11, rechte Spalte).  

 

Abweichung der 
ARID1A Konzent-
ration 

Standards          
(AE Modell) 

Standards           
(EP Modell) 

Gleiche 
Lysate 
(n=18) 

Unter-
schiedliche 
Lysate (n=6) 

Alle wieder-
holten Mes-
sungen (n=24) 

Zytosol (%CV) k.A. k.A. 10,05 % 12,23 % 10,31 % 
Frei nukleär (%CV) k.A. k.A. 10,76 % 26,28 % 12,57 % 
Chromatin (%CV) k.A. k.A. 11,06 % 19,2 % 12,46 % 
Inter-assay         
Richtigkeit 90,26 % 93,16 % k.A. k.A. k.A. 

Inter-assay            
Präzision (%CV) 4,53 % 4,45 % 10,61 % 21,31 % 11,78 % 

Tabelle 11. Richtigkeit und Präzision des ARID1A-ELISAs. 
Legende: Die zwei Modelle (AE Modell und EP Modell, siehe 4.3.5) werden anhand der inter-assay-
Richtigkeit (ausgedrückt als Prozentsatz des Nominalwerts bei der Durchführung von Assays an meh-
reren Tagen, Formel 3) und der inter-assay-Präzision (ausgedrückt als Mittelwert des Variationskoeffi-
zienten (CV) jedes Analyten, Formel 4) bewertet. Die Analyse der gleichen Lysate und unterschiedli-
chen Lysate erfolgt in vier Fraktionen. Messergebnisse der „Membran" können aufgrund zu geringer 
Signale nicht dargestellt werden. In der Spalte „Gleiche Lysate“ wird ein Lysat analysiert, das in einer 
Sitzung erzeugt, aber an mehreren verschiedenen Tagen gemessen wurde. In der Spalte „Unterschiedli-
che Lysate" werden Lysate von einem Tumor ausgewertet, die in verschiedenen Sitzungen und aus un-
terschiedlichen Regionen des Tumors hergestellt wurden. In beiden Experimenten werden die zurück-
gerechneten ARID1A-Konzentrationen anhand des Coefficient of Variation (%CV, Formel 4) vergli-
chen. Die Spalte „Alle wiederholten Messungen" zeigt den mittleren %CV aller durchgeführten Mes-
sungen (gleiches Lysat und unterschiedliches Lysat, n = 24) in jeder Fraktion. Die inter-assay-Präzision 
der Lysat-Analyse spiegelt den Mittelwert der %CVs aller Fraktionen wider. „k.A.“ gibt an, dass die 
Werte nicht anzugeben sind. 
 
5.2.4 Spike recovery Analyse  

Die Analyse der Spike recovery (engl. für Wiederfindungsrate) wird mittels der drei Konzentrationen 

6,25 ng/ml, 12,5 ng/ml und 25 ng/ml des ARID1A-Fragments analysiert. Diese werden zu den bereits 
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vorbereiteten Fraktionen des ARID1A-Knockout-Zellpellets pipettiert („Matrix-spiked“ in 4.3.5). An-

schließend erfolgt die Berechnung der Spike recovery nach Formel 5. Es ergibt sich ein Mittelwert von 

18 %, 0 %, 16 % und 6 % für die Spike recovery in den vier Fraktionen Zytosol, Membran, Frei nukleär 

und Chromatin (siehe Abbildung 13A). Eine weitere Analyse des ARID1A-Wildtyp-Zellpellets 

ab278824 (Abcam, UK) sowie zwei Tumorgewebe im ELISA bestätigen diese Ergebnisse. Somit finden 

sich in allen Lysaten ähnlich niedrige Raten für die Spike recovery und es können somit methodische 

sowie technische Fehler ausgeschlossen werden.  
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Abbildung 13. Spike recovery Analyse des ARID1A-Fragments in vier subzellulären Fraktionen und 
Tests zur Fragment Stabilität/Degradation über mehrere Inkubationszeiträume. 
Legende: (A) Vor der Durchführung des Standard-ELISA-Protokolls werden drei unterschiedliche Pro-
ben hergestellt: (1: „Matrix-unspiked“) ARID1A-Knockout-Zellpelletfraktionen (ab278824, Abcam) 
1:26 verdünnt in Karbonatpuffer; (2: „Matrix-spiked“) Fraktionen des ARID1A-Knockout-Zellpellets 
von ab278824 1:26 verdünnt in Karbonatpuffer versetzt mit Endkonzentrationen des ARID1A-
Fragments von 25 ng/ml (schwarz), 12,5 ng/ml (dunkelgrau) und 6,25 ng/ml (hellgrau); und (3: „Puffer-
spiked“) Karbonatpuffer, der mit den zuvor genannten drei Endkonzentrationen des ARID1A-
Fragments versetzt ist, wie 3.4.5 beschrieben. Anschließend erfolgt die Berechnung der Spike recovery 
nach Formel 5. Die Mittelwerte der Spike recovery (fett) +/- Standardabweichungen (nicht fett) sind am 
oberen Rand der Abbildung dargestellt. Diese werden durch Mittelung aller Wiederfindungsraten bei 
verschiedenen Verdünnungen in den einzelnen subzellulären Fraktionen berechnet; (B) Verschiedene 
Standardverdünnungen werden vor der Messung der ARID1A-Konzentrationen für 0 min (schwarz), 45 
min (dunkelgrau) und 90 min (hellgrau) auf Eis inkubiert. Die nachfolgenden Absorptionssignale bei 
diesen Verdünnungen sind in der Grafik aufgetragen, wobei die Signalverringerung nach 45 Minuten 
Inkubationszeit in der unteren Reihe dargestellt ist, während die Veränderungen nach 90 Minuten in der 
oberen Reihe dieser Abbildung zu sehen sind. Die Messungen zeigen die Mittelwerte und Standardab-
weichungen von Duplikaten; (C) Dargestellt ist die Stabilitätsuntersuchung des ARID1A-Fragments 
(Abnova) im Western blot. Ein Molekulargewichtsmarker (MW, linke Spur) wird verwendet, um die 
resultierenden Bandenhöhen abzuschätzen. Das ARID1A-Fragment (Abnova) wird auf 100 ng/ml in 
SDS-PAGE-Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 1 % SDS (w/v), pH 8,4) verdünnt und für 0 h, 1 
h, 2 h, 5 h und 24 h (siehe obere Reihe) bei 4 °C inkubiert, bevor der 3X Laemmli-Probenpuffer (150 
mM Tris, 30 % Glycerin (v/v), 15 % β-Mercaptoethanol (v/v), 0,03 % Bromphenolblau (w/v), 6 % SDS 
(w/v), pH 6,8) dazugegeben wird und das gesamte Gefäß für 10 Minuten bei 95 °C erhitzt und bis zur 
Analyse bei -20 °C gelagert wird. Zusätzlich zum Fragment (37,84 kDa, schwarzer Pfeil) ist eine Bande 
bei fast 18 kDa (roter Pfeil) in den inkubierten Fragmenten (T > 0 h), aber nicht in der direkt hergestellten 
Fragment Verdünnung (T = 0 h) sichtbar; (D) Analyse der Spike recovery des rekombinanten ARID1A-
Fragments (Abnova) in verschiedenen Fraktionierungspuffern, wobei keines dieser Puffer Tumor-/Zell-
gewebe enthält. Die mittlere Spike recovery (fett gedruckt) wird berechnet, indem die Spike recovery 
bei verschiedenen Fragment Konzentrationen gemittelt werden. Die Messungen zeigen den Mittelwert 
und die Standardabweichung von Duplikaten. Die gestrichelten Linien zeigen den akzeptierten Bereich 
der Spike recovery, zwischen 80 % und 120 %, gemäß den FDA/EMA-Kriterien [31,122].  

 
Diese überraschenden Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass eine Verfälschung der eigentlichen Spike 

recovery des Volllängen ARID1A-Proteins besteht, sodass als nächstes die Fragment-Stabilität getestet 

wird. Dafür werden mehrere Standardverdünnungen vorbereitet, und für 0, 45 und 90 Minuten auf Eis 

inkubiert. Anschließend wird die Verringerung der Absorptionssignale im Laufe der Zeit bestimmt und 
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graphisch aufgetragen (Abbildung 13B). Hierbei zeigt sich in allen Standardkonzentrationen ein massi-

ver Signalverlust, der auch mit steigender Inkubationszeit zunimmt (vergleiche 0 min mit 90 min in 

Abbildung 13B). Eine Western blot Analyse kann die im ELISA aufgestellte Vermutung der Degrada-

tion des verwendeten ARID1A-Fragments (Abnova) bestätigen: Gleiche Mengen des ARID1A-

Fragments werden bei 4 °C bis zu 24 Stunden lang inkubiert, wobei neben der Bande des ARID1A 

Fragments (37 kDa) ab einer Stunden Inkubationszeit eine weitere Bande bei etwa 18 kDa erscheint, 

deren Intensität stetig zunimmt (siehe Abbildung 13C). Interessanterweise zeigt die Fraktion eine Spike 

recovery von 0 % im Gegensatz zu den anderen Fraktionen (6 % - 18 %, Abbildung 13A). Daher wird 

der Einfluss der Pufferlösungen auf die ARID1A Messung untersucht: bekannte Konzentrationen des 

ARID1A-Fragments werden in die vier reinen Pufferlösungen des „Subcellular Protein Fractionation 

Kit for Tissues“ (siehe 8.2) im Verhältnis 1:26 pipettiert und analysiert. Hierbei zeigt sich eine nahezu 

vollständige Spike recovery im CEB (93 %), im NEB (98 %) und im NEB, der mit MNase versetzt wird 

(62 %), jedoch eine Spike recovery von 0 % im Membranextraktionspuffer (siehe Abbildung 13D). 
 

5.2.5 Minimal benötigte Konzentration 

Zur Untersuchung der minimal benötigen Konzentration wird zunächst ein Gewebelysat mit einer hohen 

Gesamtproteinkonzentration immer weiter verdünnt. Letztere wird mit Hilfe des BCA-Assays ermittelt 

(siehe Abschnitt 4.3.5), Anschließend werden die ARID1A-Konzentrationen der einzelnen Verdün-

nungsstufen mit dem indirekten ELISA gemessen (siehe in Abschnitt 4.3.5). Die Analyse zeigt, dass 

unterhalb einer Gesamtproteinkonzentration von 20,08 µg/ml die gemessene ARID1A-Konzentration 

exponentiell abfällt (siehe Abbildung 14A).  

Weiterhin ist auch kein Hook effect (engl. für Hakeneffekt: Falsch-niedrige Messwerte bei hohen Kon-

zentrationen) sichtbar, was eine Unterdrückung der Detektion mittels der Antikörper durch Matrixef-

fekte bedeuten würde. Daher werden die gemessenen Gesamtproteinkonzentrationen für jede Fraktion 

und für jeden Patienten gemessen und die Mindestkonzentration von 20 µg/ml für jedes Lysat gemessen.  

5.2.6 Parallelismus  

Man benötigt den Beweis des Parallelismus der Absorptionen von Standards und Gewebelysaten, um 

anschließend die Absorptionen der Gewebelysate, gemessen in der Einheit der optischen Dichte (= OD), 

anhand der Standardkurve in nominale ARID1A-Konzentrationen umzurechnen. Abbildung 14B zeigt, 

dass es zwei Bereiche der Verdünnungskurven gibt. Bei niedriger Verdünnung der Gewebelysate 

(schwarze Quadrate), erfolgt eine Sättigung der Bindungsoberfläche, wie in Abschnitt 5.2.5 bereits er-

klärt. Daher ist hier die Kurve der Gewebelysate parallel zur x-Achse. Erst ab der zweifachen Verdün-

nung mit dem Verdünnungsfaktor 2 ergibt sich eine lineare Kurve in der doppelt-logarithmischen Dar-

stellung (siehe Abbildung 14B rechter Teil). Es zeigt sich hierbei, dass die obere Kurve (schwarze 

Kreise) parallel zu der Kurve der Gewebelysate verläuft (siehe linker Teil der Abbildung 14B).  
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Abbildung 14. Minimal benötige Konzentration und Parallelismus.  
Legende: (A) Freie Zellkernfraktionen und ARID1A-Proteinstandards werden auf eine 96-Well-Platte 
aufgetragen, um die ARID1A-Konzentration (angegeben in ng/ml) zu bestimmen. Gesamtproteinkon-
zentrationen (angegeben in µg/ml) werden auf einer anderen unabhängigen Platte mit einem BCA-Assay 
bestimmt, der BSA als Standardprotein verwendet (siehe 4.3.3). Die ARID1A-Konzentrationen in den 
Lysaten werden auf Grundlage der ARID1A-Standardkurve extrapoliert. Die Messungen zeigen die 
Mittelwerte und Standardabweichungen von Duplikaten. Die ARID1A-Konzentrationen und die Ge-
samtproteinkonzentrationen werden mit Hilfe einer 4-parameter logistic (4PL) korreliert; (B) Unver-
dünnte, reine Tumorlysate und ARID1A-Standards werden mindestens sechsmal seriell verdünnt und 
auf eine ELISA-Platte aufgetragen. Nach Durchführung des Standard ELISA-Protokolls (4.3.4), erfolgt 
die Messung der Absorption bei 490 nm. 100 % entspricht der höchsten gemessenen Proteinkonzentra-
tion, welche 62,79 ng/ml beträgt. Die Messungen zeigen die Mittelwerte und Standardabweichungen 
von Duplikaten. Beide Kurven werden durch eine 5-parameter logistic (5PL) interpoliert.  
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5.3 Patientenkollektiv  

5.3.1 Verteilung von Alter, Geschlecht und Lokalisation 

Alter  

Das mittlere Alter im Patientenkollektiv beträgt 65,48 Jahre (Standardabweichung: 13,9). Die Alter-

spanne liegt zwischen 29-92 Jahren mit einem Median bei 66 Jahren. Insgesamt waren 18 % (n = 11), 

56 % (n = 34) und 26 % (n = 16) in einem Alter von ≤ 54, 55-74 und ≥ 75 Jahren.  

 

 

Geschlecht  

In der untersuchten Kohorte befinden sich 38 Frauen (62 %) und 23 Männer (38 %). Von den Frauen 

hatten 27 (71 %), 8 (21 %) und 3 (8 %) ein Grad 1, 2 oder 3 Meningeom, wohingegen es bei den Männern 

13 (56 %), 8 (35 %) und 2 (9 %) sind. Es zeigt sich somit, dass das männliche Geschlecht einen Risiko-

faktor für das Auftreten von höhergradigen Meningeomen – WHO-Grad 2 und 3 – darstellt. Statistisch 

gesehen haben Männer ein 1,5-fach erhöhtes relatives Risiko für höhergradige Meningeome (95 % In-

tervall: 0,75 bis 2,93), wobei dieser Unterschied in der Untersuchungskohorte nicht signifikant ist (p = 

0,2773). Das Frauen zu Männer -Verhältnis (F:M-Verhältnis) insgesamt beträgt 1,65:1, wobei sich ein 

Unterschied von den niedriggradigen Meningeomen mit 2,08:1 und den höhergradigen Tumoren mit 

1,1:1 zeigt.  
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Abbildung 15. Alters- (A) und Geschlechtsverteilung (B) im Patientenkollektiv. 
Legende: (A) Angegeben ist die absolute Anzahl an Patienten innerhalb einer Altersspanne; (B) Die 
erste angegebene Zahl gibt die absolute Anzahl des Geschlechts der Patienten an, wohingegen die zweite 
Zahl die relative Anzahl in Prozent angibt. Weiblich (hellgrau) und Männlich (dunkelgrau).  
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Lokalisation 

Insgesamt lassen sich neun solide Lokalisationen ausmachen, die in Abbildung 16 dargestellt sind. Ne-

ben solitären Meningeomen zeigen sich acht multifokal lokalisierte Meningeome. Singulär lokalisierte 

Meningeome lassen sich unterteilen in Tumore der Schädelbasis (SB), der Konvexität beziehungsweise 

der Nicht-Schädelbasis (N) und des spinalen Segments (S) wie in der Publikation von Maiuri et al. 

(2019) [67] (vergleiche Abschnitt 3.1.4). Demnach können Keilbeinflügel-, Olfaktorius- und petrocli-

vale Meningeome der Schädelbasis zugeordnet werden (n = 15; 24,6 %). Zu der Gruppe Konvexitäts-

meningeome lassen sich Tumore der Falx, der frontalen Konvexität, der temporalen Konvexität, des 

Okzipital Pols sowie des Parietalpols zuordnen (n = 34; 55,7 %). Die vier Tumore des spinalen Segments 

machen 6,6 % der Meningeome in dieser Untersuchungskohorte aus und die acht multifokalen Tumore 

nehmen einen Anteil von 13,1 % ein.  

 

 
Abbildung 16. Verteilung der Lokalisationen im Patientenkollektiv. 
Legende: Die angegeben Zahlen stellen absolute Werte dar. Die Gruppe der Schädelbasismeningeome 
sind blau, die Konvexitätsmeningeome sind dunkelgrau und die Tumore des spinalen Segments sind 
orange dargestellt. Grün: Meningeome mit multifokalen Lokalisationen. KBF = Keilbeinflügel. 

 

5.3.2 Distribution der histologischen Subtypen, WHO-Grade und Rezidive 

Histologische Subtypen  

Es lassen sich nach der WHO-Klassifikation aus 2021 [64] die Tumore dieser Untersuchungskohorte in 

mehrere histologische Subtypen einteilen (siehe Abschnitt 3.1.6). Es zeigen sich im Patientenkollektiv 

29 Grad 1 Meningeome, die histologisch nicht näher kategorisierbar sind (M in Abbildung 17). Zudem 

zeigen sich drei angiomatöse Meningeome (ANGM), ein fibröses Meningeom (FM), vier meningothe-

liale Meningeome (MM), zwei psammomatöse Meningeome (PM) und ein sekretorisches Meningeom 

(SM). In der Kategorie der Grad 2 Meningeome zeigen sich 14 atypische Meningeome (AM), ein 
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chordoides Meningeom (CM) und ein klarzelliges Meningeom (KM). Es gibt fünf anaplastische Menin-

geome (ANM) des WHO-Grades 3 im Patientenkollektiv. 

Histologische Besonderheiten gibt es bei den Grad 1 Meningeomen in drei Fällen, wobei zweimal eine 

Durainfiltration und einmal eine ausgeprägte Bindegewebsinfiltration auffällt (vergleiche Tabelle 4). 

Insgesamt zeigen 3 der 16 Grad 2 Meningeome, also 18,8 % eine Hirninfiltration. Zwei weitere Fälle 

(Pat. Nr. 13, 32) zeigen histologisch eine Hirninfiltration und eine TERT-Mutation, sodass sie nach der 

neuen WHO Klassifikation als Grad 3 gewertet werden [64] (siehe Tabelle 4).  

 

   

 

Rezidive 

Neben den bisher genannten Kriterien werden die Tumore des Patientenkollektiv auch danach katego-

risiert, ob sie operiert wurden als Rezidiv eines bereits resezierten Meningeoms oder als neu aufgetrete-

nes Meningeom.  

Es zeigen sich 14 Tumore (23 %), die als Rezidiv eines bisher bekannten Meningeoms aufgetreten sind 

(siehe Abbildung 18 B). Dabei liegt die mittlere Dauer bis zum Auftreten eines Rezidivs bei etwa 1287 

Tagen (ca. 42 Monate und 8 Tage) und die mediane Dauer bei 1160 Tagen (ca. 38 Monate und 3 Tage). 

Minimal waren es 392 Tage (ca. 12 Monate und 26 Tage) und maximal 2216 Tage (72 Monate und 24 

Tage). Dieser Berechnung unterliegen Daten von 11 der 14 Rezidivtumore, für die sowohl das erste 

Operations-Datum als auch das Datum der zweiten Operation vorlagen.  

WHO-Grade 
Aus den histologischen Subtypen und deren Gradierung nach der WHO-Klassifikation aus dem Jahr 

2021 [64] sind in der vorliegenden Untersuchungskohorte 40 Grad 1 Meningeome (66 %), 16 Grad 2 

Meningeome (26 %) und fünf anaplastische Grad 3 Meningeome (8 %) (siehe Abbildung 18A). 
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Abbildung 17. Verteilung der histologischen Subtypen im Patientenkollektiv. 
Legende: Die angegebenen Zahlen geben absolute Werte wieder. WHO-Grad 1 (hellgrau): ME = Me-
ningeom, nicht näher bezeichnet; ANGM = Angiomatöses Meningeom; FM = Fibröses Meningeom; 
MM = Meningotheliales Meningeom; PM = Psammomatöses Meningeom; SM = Sekretorisches Me-
ningeom; WHO-Grad 2 (grau): AM = Atypisches Meningeom; CM = Chordoides Meningeom; KM = 
Klarzelliges Meningeom; WHO-Grad 3 (dunkelgrau): ANM = Anaplastisches Meningeom. 
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5.4 ELISA-Messung der ARID1A-Konzentrationen  

5.4.1 Vergleich von Meningeomen mit und ohne LOH des Chromosoms 1p  

Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit besteht darin, ob der Verlust des Chromosoms 1p im Sinne 

eines loss of heterozygosity (LOH) (siehe Abschnitt 3.1.7) zu einer verminderten Proteinexpression von 

ARID1A führt. Das zugehörige Gen ARID1A ist auf Bande 1p36.11 gelegen und geht zumindest auf 

einem der beiden Allele verloren, wodurch unklar ist, ob dies eine Auswirkung auf die Proteinexpression 

hat. Die Primärdaten dieser Analyse sind in Tabelle 22 dargestellt. 

Um dies herauszufinden, werden alle 61 Patientenproben mittels des „Subcellular Fractionation Kit for 

Tissues“ (Thermo Fisher Scientific, siehe 4.3.2) zubereitet. Anschließend erfolgt eine BCA-Messung 

zur Feststellung der Gesamtproteinkonzentration in den 1:26 verdünnten Lysaten. Wie in Abschnitt 

5.2.5 bereits beschrieben, wird somit eine Proteinkonzentration von über 20 µg/ml gewährleistet. Sofern 

ein Lysat weniger als 20 µg/ml aufweist, wird ein geringer verdünntes Lysat hergestellt (1:10). Dies war 

für acht Tumorlysate der Patienten 2, 10, 17, 39, 48, 50, 55 und 61 nötig, in denen die Fraktionen Frei 

nukleär und/oder Chromatin Konzentrationen weniger als 20 µg/ml Gesamtprotein zeigten. Die ver-

dünnten Lysate werden anschließend nach dem Protokoll 11, Tabelle 10 in einem Enzyme-linked Im-

munosorbent Assay (ELISA) analysiert. Hierfür erfolgt eine Messung in Duplikaten in den vier Frakti-

onen Zytosol, Membran, Frei nukleär und Chromatin. Es zeigt sich in vier Patientenproben (Nr. 15, 33, 

48 und 50) innerhalb der Fraktionen Zytosol und/oder Frei nukleär eine Abweichung in der Präzision, 

14; 23%

47; 77%

Rezidive Kein Rezidiv

Abbildung 18. Verteilung der WHO-Grade (A) und Rezidive (B) im Patientenkollektiv. 
Legende: Die erste angegebene Zahl gibt die absolute Anzahl der Patienten einer Gruppe an, wohinge-
gen die zweite Zahl die relative Anzahl der Patienten in Prozent angibt. (A) Es werden WHO-Grad 1 
(hellgrau) von 2 (grau) und 3 (dunkelgrau) unterschieden. (B) Es werden Rezidive (dunkelgrau) von 
Tumoren, die kein Rezidiv sind, differenziert (hellgrau).  

B 

40; 66%

16; 26%

5; 8%

Grad 1 Grad 2 Grad 3
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ermittelt anhand des Coefficient of variation (CV; siehe 4.3.5), von mehr als 25 %, sodass diese Mes-

sungen noch einmal wiederholt wurden und die neu ermittelten Werte verwendet werden.  

Letztlich werden die Werte der beiden Fraktionen Frei nukleär und Chromatin zu einer Summe addiert, 

die im Folgenden Kern bezeichnet wird. Die Summe aus allen vier Fraktionen wird Gesamt bezeichnet. 

Der Hintergrund hierbei ist, dass ARID1A ein nukleozytoplasmatisches Protein ist [39], wobei insbe-

sondere im Nukleus (lat. Kern, hier gemeint Zellkern) hohe Konzentrationen zu finden sind (siehe Ab-

bildung 10 und Abbildung 11). Durch die Zusammenfassung beider Fraktionen werden Verschlep-

pungsfehler, die während des Lysierens entstehen, möglicherweise besser ausgeglichen und das funkti-

onelle Kompartiment des Zellkerns wird besser widergespiegelt als in beiden Fraktionen einzeln. Für 

die Summe Gesamt gilt der gleiche Hintergrund, nur dass diesmal Verschleppungsfehler in allen vier 

Fraktionen kompensiert werden können und somit möglicherweise validere Ergebnisse produziert wer-

den können, die noch besser das gesamte ARID1A-Level in den Meningeomzellen berücksichtigen und 

somit in statistischen Analysen eine höhere Aussagekraft besitzen.  

Wie schon in Abbildung 11 zu sehen, finden sich innerhalb der vier Lokalisationen (Zytosol, Membran, 

Frei nukleär und Chromatin) die höchsten Konzentrationen in der Fraktion Frei nukleär gefolgt von den 

Fraktionen Chromatin, Zytosol und Membran in absteigender Reihenfolge (siehe Abbildung 19).  

 

 
Abbildung 19. Vergleich der ARID1A-Konzentrationen in Tumoren mit und ohne loss of 
heterozygosity (LOH) des Chromosoms 1p in sechs verschiedenen Zellkompartimenten. 
Legende: Dargestellt sind die Mittelwerte der zwei Gruppen „kein LOH 1p“ (schwarz) und „LOH 1p“ 
(grau), wobei „kein LOH 1p“ meint, dass das Chromosom 1p in diesen Tumoren vorhanden ist. Die 
Fehlerbalken über den Säulen geben den Standardfehler des Mittelwertes (SEM, englisch für standard 
error of the mean) an. „ns“ meint nicht signifikant (p > 0,05), wohingegen „*“ Signifikanz anzeigt (0,01 
< p < 0,05).  
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In der Fraktion Zytosol zeigt sich ein relativer Unterschied von -13,0 %, was bedeutet, dass die Gruppe 

der Tumore, die einen LOH 1p aufweisen, 13,0 % weniger ARID1A exprimieren verglichen mit der 

Gruppe von Tumoren, die keinen LOH 1p zeigen (siehe Tabelle 12). Somit ergibt sich in diesem Zell-

kompartiment ein nicht signifikanter Unterschied (p > 0,05), trotz einer Reduktion der ARID1A-Level 

in der Gruppe der Meningeome mit LOH 1p.  

Der Vergleich der Membran-Fraktionen zeigt zunächst, dass beide Gruppen keine Gauß’sche Normal-

verteilung besitzen, sodass der hier normalerweise verwendete parametrische t-Test für unabhängige 

Variablen nicht angewandt werden kann (1, Tabelle 12). Stattdessen wird hier der Mann-Whitney-U-

Test eingesetzt, der für nicht-parametrische Gruppen entwickelt wurde und bei dem insbesondere die 

Mediane beider Gruppen verglichen werden. Auch hier zeigt sich ein nicht signifikanter Unterschied (p 

> 0,05), wobei der Vergleich der beiden Gruppen „kein LOH 1p“ und „LOH 1p“ zeigt, dass 10,6 % 

mehr ARID1A in der Gruppe der Tumore vorhanden ist, die auch das Chromosom 1p verloren haben. 

Es ist hier allerdings zu beachten, dass die ARID1A-Konzentrationen nahe des LLOQ (lower limit of 

quantification, siehe Abschnitt 4.3.5 für die Definition und 5.2.1 für den Wert) liegen, sodass eine In-

terpretation des Ergebnisses diesen Fakt berücksichtigen muss.   

 

Fraktion Kein LOH 1p LOH 1p Absoluter Un-
terschied ± 
SEM (ng/ml) 

Relativer 
Unter-
schied 
(%) 

p-Wert 
Mittel-
wert  
(ng/ml) 

Median 
(ng/ml) 

Mittel-
wert  
(ng/ml) 

Median 
(ng/ml) 

Zytosol 2,24  k.A. 1,95 k.A. -0,29 ± 0,20 -13,0 % 0,1518 
Membran 
1 k.A. 1,02 k.A. 1,13 0,11 10,6 % 0,5999 

Frei nuk-
leär 6,7  k.A. 4,53  k.A. -2,17 ± 0,88 -32,3 % 0,0172 (*) 

Chromatin 
1 k.A. 3,37 k.A. 2,81 -0,56  -16,5 % 0,0104 (*) 

Kern 9,93  k.A. 7,27  k.A. -2,66 ± 1,09 -26,8 % 0,0182 (*) 
Gesamt 13,01  k.A. 10,18  k.A. -2,83 ± 1,35 -21,8 % 0,04 (*) 

Tabelle 12. Vergleich der ARID1A-Konzentrationen in Tumoren mit und ohne loss of heterozygosity 
(LOH) des Chromosoms 1p in sechs verschiedenen Zellkompartimenten. 
Legende: Dargestellt sind die ARID1A-Konzentrationen, wobei in Spalte 1 und 2 jeweils die Mittel-
werte angegeben sind. Spalte 4 enthält den absoluten Unterschied mit Angabe des Standardfehlers des 
Mittelwertes (SEM, englisch für standard error of the mean), da der Mittelwert statistisch gesehen als 
Punktschätzer der Grundgesamtheit aller Tumore mit und ohne LOH 1p angesehen wird. 1 meint, dass 
die Gruppen keine Gauß’sche Normalverteilung besitzen, sodass der hier normalerweise verwendete 
parametrische t-Test für unabhängige Variablen nicht angewandt werden und durch den Mann-Whitney-
U-Test ersetzt wird. „k.A.“ meint, dass in diesen Feldern keine Angabe gemacht werden kann.  

 

Die genaue Analyse der Fraktionen, in denen statistisch signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen 

den Gruppen „kein LOH 1p“ und „LOH 1p“ zu finden sind – Frei nukleär, Chromatin, Gesamt und Kern 

– zeigt, dass Tumore mit LOH 1p relativ gesehen 32,3 %, 16,5 %, 26,8 % beziehungsweise 21,8 % 

weniger ARID1A exprimieren als solche, in denen das Chromosom 1p und somit auch das auf Bande 
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1p36.11 gelegene Gen ARID1A vorhanden ist. Eine detailliertere Analyse der Gruppen Frei nukleär und 

Gesamt zeigt zwei wesentliche Erkenntnisse: Es gibt zum einen Tumorproben, die kein LOH 1p auf-

weisen und trotzdem sehr niedrige ARID1A-Expressionslevel aufweisen und zum anderen gibt es Tu-

more, die einen Verlust des Chromosoms 1p im Rahmen eines LOH besitzen, aber keine verminderte 

ARID1A-Konzentration besitzen (vgl. Abbildung 20). Letzteres betrifft in den beiden Gruppen Frei 

nukleär und Gesamt jeweils neun Tumore der Gruppe „Kein LOH 1p“ mit deutlich verminderter 

Expression verglichen zum Mittelwert der Gruppe (vgl. Abbildung 20).  

  

Insgesamt scheint das Expressionslevel der Meningeomzellen sehr heterogen zu sein, sodass sich auch 

solche Außreißer nach oben feststellen lassen. Insgesamt zeigen sich in den Fraktionen folgende  

Messspannen: „Frei nukleär; LOH 1p“ von 0,511 bis 11,86 (Mittelwert 4,53), „Frei nukleär; Kein LOH 

1p“ von 0,72 bis 11,86 (Mittelwert 6,7), „Gesamt; LOH 1p“ von 2,56 bis 19,2 (Mittelwert 13,01) und 

„Gesamt; Kein LOH 1p“ von 2,99 bis 22,18 (Mittelwert 10,18). 
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Abbildung 20. Vergleich der ARID1A-Konzentrationen in Tumoren mit und ohne loss of 
heterozygosity (LOH) des Chromosoms 1p in den beiden Gruppen Frei nukleär und Gesamt. 
Legende: Beide Gruppen – (A) Frei nukleär und (B) Gesamt – weisen eine Gauß’sche Normalverteilung 
auf, sodass ein parametrischer t-Test für unabhängige Variablen angewendet wird. Diese werden gra-
phisch als „Estimation Plot“ (engl. für Schätzungsdiagramm) dargestellt, wobei die Punktschätzer bei-
der Gruppen (Mittelwerte) als horizontale schwarze Balken und die ARID1A-Konzentration jedes ein-
zelnen Tumors als Punkte dargestellt sind. Es werden jeweils Tumore mit „LOH 1p“ (grau) von Menin-
geomen ohne LOH 1p („Kein LOH 1p“, schwarz) verglichen. Der absolute Unterschied (untere gestri-
chelte Linie) wird vom Nullwert (obere gestrichelte Linie) abgegrenzt. Auf der rechten Seite der drei 
Unterabbildungen wird der geschätzte absolute Unterschied und sein 95 % Konfidenzintervall gezeigt, 
bei dem ein Nicht-Überschneiden mit dem Nullwert statistische Signifikanz anzeigt.  
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5.4.2 Vergleich der ARID1A-Level in den unterschiedlichen WHO-Graden 

Im Zytosol werden folgende Mittelwerte festgestellt: WHO-Grad 1 (2,04 ng/ml), WHO-Grad 2 (2,3 

ng/ml) und WHO-Grad 3 (1,8 ng/ml), wobei die statistische Analyse mittels des parametrischen t-Tests 

für unabhängige Stichproben und ANOVA keine signifikanten Unterschiede in den drei WHO-Graden 

zeigen. Für die Fraktion Membran ergeben die Mediane der WHO-Grade 1 (1,00 ng/ml), 2 (1,38 ng/ml) 

und 3 (1,02 ng/ml) ebenfalls keine signifikanten Unterschiede, ermittelt anhand des Mann-Whitney-U 

Tests und Kruskal-Wallis Tests für nicht-parametrisch verteilte Gruppen. Abbildung 21 vergleicht zu-

sammenfassend die Mittelwerte der ARID1A-Konzentration der drei WHO-Grade 1, 2 und 3 in den 

sechs Gruppen Zytosol, Membran, Frei nukleär, Chromatin, Kern und Gesamt. 

 

 

In der Fraktion Frei nukleär zeigt sich eine Verminderung von WHO-Grad 1 (Median 6,53 ng/ml) zu 

WHO-Grad 2 (Median 4,1 ng/ml) von 37,2 %, die allerdings statistisch nicht signifikant ist (p > 0,05; 

Mann-Whitney-U Test). Zum WHO-Grad 3 (Median 4,52 ng/ml) sind ebenfalls keine statistisch signi-

fikanten Unterschiede darstellbar (p > 0,05; Mann-Whitney-U Test sowie Kruskal-Wallis Test).  

Im Chromatin lassen sich folgende Unterschiede festmachen: Der WHO-Grad 1 (Median 3,13 ng/ml) 

hat im Vergleich zum WHO-Grad 2 (Median 2,9 ng/ml) und WHO-Grad 3 (Median 3,00 ng/ml) zwar 

Abbildung 21. Vergleich der ARID1A-Konzentrationen von Tumoren mit unterschiedlicher WHO-
Gradierung innerhalb von sechs Zellkompartimenten. 
Legende: Die einzelnen Balken stellen die Mittelwerte der Fraktionen eines WHO-Grades dar, wobei 
WHO-Grad 1 (weiß) von 2 (hellgrau) und 3 (dunkelgrau) unterschieden werden. Fehlerbalken über den 
Säulen geben den Standardfehler des Mittelwertes (SEM, englisch für standard error of the mean) an.  
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die höchsten ARID1A-Level, doch auch hier bleibt die statistische Signifikanz aus (p > 0,05; Mann-

Whitney-U Test sowie Kruskal-Wallis Test).  

In der Fraktion Kern zeigt sich, dass im WHO-Grad 1 (Median 9,14 ng/ml) mehr ARID1A-Protein 

vorhanden ist als im WHO-Grad 2 (Mittelwert 7,1 ng/ml). Allerdings bleibt auch hier, trotz einer Re-

duktion um 22,3 % eine statistische Signifikanz aus (p > 0,05; Mann-Whitney-U Test). Auch im Ver-

gleich mit dem WHO-Grad 3 (7,3 ng/ml) zeigen sich keine signifikanten Unterschiede (p > 0,05; Mann-

Whitney-U Test sowie Kruskal-Wallis Test). Der WHO-Grad 1 weist auch in der Fraktion Gesamt die 

höchsten ARID1A-Konzentrationen auf mit 12,56 ng/ml im Median, wobei signifikante Unterschiede 

im Vergleich zu WHO-Grad 2 (Median 9,5 ng/ml) und WHO-Grad 3 (Median 9,38 ng/ml) ausbleiben 

(p > 0,05; Mann-Whitney-U Test sowie Kruskal-Wallis Test). Trotzdem ist eine Reduktion von 24,6 % 

und 25,3 % des WHO-Grades 1 im Vergleich zu den WHO-Graden 2 und 3 festzuhalten.  

5.4.3 Analyse der ARID1A-Konzentrationen in unterschiedlichen Lokalisatio-

nen 

Neben den bisher analysierten Informationen über die Patientenproben wird auch die von den neurochi-

rurgischen Kollegen angegebene Lokalisation des Meningeoms in die statistische Auswertung mit auf-

genommen (siehe Abbildung 16) und deren unterschiedliche ARID1A-Konzentrationen genauer be-

trachtet (siehe Tabelle 13). Hierfür wird die Gruppe der Nicht-Schädelbasismeningeome (N, Konvexi-

tätsmeningeome) von der Gruppe der Schädelbasismeningeome (SB), der Gruppe der spinalen Menin-

geome (S) und der multifokalen Meningeome (M) unterschieden (vergleiche Abschnitt 5.3.1), da es 

Hinweise auf Unterschiede in die molekularpathologisch involvierten Signalwege, das Wachstumsmus-

ter und die Prognose gibt (vergleiche Abschnitt 3.1.4).  

Wie in Abbildung 16 gezeigt, gehören der Gruppe der Nicht-Schädelbasismeningeome folgende Loka-

lisationen an: Falx, frontale Konvexität, temporale Konvexität, Okzipital- sowie Parietalpol. Zu der 

Schädelbasis (SB) gehören Keilbeinflügel-, Olfaktorius- und petroclivale Meningeome. Insgesamt kann 

man auch singulär lokalisierte Meningeome (SI) von multifokalen Meningeomen unterscheiden.  

Vergleicht man zunächst die Nicht-Schädelbasismeningeome mit den Schädelbasismeningeomen so 

fällt auf, dass sich lediglich in der Fraktion Zytosol eine signifikante veränderte (0,01 ≤ p < 0,05; *) 

ARID1A-Konzentration finden lässt (vergleiche Tabelle 13). Der Vergleich der spinalen Meningeome 

mit den Nicht-Schädelbasismeningeomen ergibt keine signifikanten Unterschiede der beiden Gruppen.  

Allerdings zeigt der Vergleich der Nicht-Schädelbasismeningeome mit den multifokalen Meningeomen 

folgenden Unterschied: In den Fraktionen Kern und Gesamt zeigen sich signifikante Verminderungen 

(0,001 ≤ p < 0,01; **) zu Lasten der multifokalen Meningeome. Die Unterschiede sind hierbei mit 56,9 

% und 55,3 % als hoch zu werten. In der Fraktion Zytosol ist der Unterschied hoch signifikant (0,0001 

≤ p < 0,001; ***) mit einer Verminderung von 43,7 % der ARID1A-Konzentration. Zudem zeigt die 

Fraktion Frei nukleär eine signifikante (p < 0,05) ARID1A-Verminderung von 51,6 % der multifokalen 

Meningeome verglichen mit den Nicht-Schädelbasismeningeomen. In der Membranfraktion lässt sich 
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ein Unterschied von 16,7 % in umgekehrter Richtung festhalten, wobei in der Interpretation berücksich-

tigt werden muss, dass hier kein signifikanter Unterschied vorliegt und die Messwerte der Fraktion 

Membran nahe des LLOQ (lower limit of quantification, siehe Abschnitt 4.3.5 für die Definition und 

5.2.1 für den Wert) liegen. In der Fraktion Chromatin scheitert der t-Test für unabhängige Stichproben 

knapp an dem Signifikanzniveau von p < 0,05 mit einem p-Wert von 0,0981. Dennoch zeigt sich eine 

Verminderung von 19,7 %. Der Vergleich der Schädelbasismeningeome mit den spinalen Meningeomen 

erbringt keine statistisch signifikanten Veränderungen in allen Fraktionen.  
Das gleiche gilt auch für den Vergleich der Schädelbasismeningeome mit den multifokalen Meningeo-

men. Lediglich in den Gruppen Frei nukleär und Kern zeigen sich Unterschiede von 55,4 % beziehungs-

weise 54,3 % zu Lasten der multifokalen Meningeome, die allerdings das Signifikanzniveau von p < 

0,05 mit p = 0,0601 beziehungsweise p = 0,0755 knapp verfehlen. Die Fraktion Gesamt weist auch eine 

Reduktion von 52,3 % auf, wobei auch hier der p-Wert mit 0,0755 knapp an der statistischen Signifikanz 

scheitert. In der Lokalisation der spinalen Meningeome zeigt sich im Vergleich mit den multifokalen 

Meningeomen eine signifikante Reduktion (p < 0,01) in der Fraktion Chromatin von 35,7 %, sowie 

signifikante (p < 0,05) Verminderungen in den Fraktionen Zytosol und Frei nukleär mit 42,3 % bezie-

hungsweise 68,7 % zu Lasten der multifokalen Meningeome. Vergleiche der beiden Lokalisationen in 

den Gruppen Kern und Gesamt ergeben starke Verminderungen von 65,3 % und 62 %, wobei beide 

Gruppen das Signifikanzniveau von p < 0,05 verfehlen mit p = 0,1535 und p = 0,2141.   

 

Frak-
tion 

Zytosol Membran Frei            
nukleär 

Chromatin Kern Gesamt 

SB vs. N  -21,6 % (*) 14,0 % 8,6 % 2,5 % 1 -5,7 % 1 -3,4 % 
S vs. N 2,5 % 14,5 % 54,7 % 25,0 % 24,5 %1 9,2 % 

M vs. N -43,7 % 
(***) 16,7 % -51,6 % (*) -19,7 % 2 -56,9 % 

(**) 1 
-55,3 % 
(**) 1 

S vs. SB 24,3 % -25,0 % 42,4 % 25,9 % 1 15,5 % 13,1 % 
M vs. SB -28,2 % 2,4 % -55,4 % 2 -10,5 % 1 -54,3 % 1;2 -52,3 % 1;2 

M vs. S -42,3 % (*) 36,5 % -68,7 % (*) -35,7 % 
(**) -65,3 % 1 -62,0 % 1 

M vs. SI -40,0 % 
(**) 78,5 % 1 -71,6 % (*)1 -10,5 % 1;2 -57,3 % (*)1 -55,8 % 

(**) 1 
Tabelle 13. Analyse der ARID1A-Konzentrationen in unterschiedlichen Lokalisationen. 
Legende: 1 Diese Gruppen sind nicht normalverteilt, daher wird hier der nicht-parametrische Mann-
Whitney-U Test angewendet und zur Berechnung der relativen Unterschiede werden die Mediane her-
angezogen. 2 Die angegebenen Gruppen unterscheiden sich mit einem p-Wert von < 0,10 und verfehlen 
daher knapp das Signifikanzniveau von p < 0,05. SB = Schädelbasis, N = Nicht-Schädelbasis, S = Spi-
nal, M = Multifokal, SI = singulärer Herd (alle singulären Meningeom Herde der Gruppen SB, N und 
S). „M vs. SI“ bedeutet, dass die Gruppe der Meningeome mit multifokalen Herden im Vergleich zur 
Gruppe der Meningeome mit singulären Herden in der Fraktion Frei nukleär 71,6 % weniger ARID1A-
Expression mit einer Signifikanz von 0,01 ≤ p < 0,05 aufweist.  
 

Da diese Vergleiche nahelegen, dass es statistisch relevante Unterschiede der singulären Herde (SI; alle 

singulären Meningeom Herde der Gruppen SB, N und S) verglichen mit den multifokalen Herden gibt, 
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werden diese in einer Gruppe zusammengefasst (siehe Tabelle 13). Hierbei zeigt sich, dass in den Grup-

pen Zytosol und Gesamt signifikante (p < 0,01) Verminderungen von 40,0 % und 55,8 % vorliegen zu 

Lasten der multifokalen Meningeome. Außerdem sind signifikante (p < 0,05) Unterschiede in den Grup-

pen Frei nukleär mit 71,6 % Verminderung und Kern mit 57,3 % Reduktion zu Lasten der multifokalen 

Meningeome ersichtlich. Die Fraktion Chromatin weist eine Verminderung von 10,5 % auf, scheitert 

jedoch knapp am Signifikanzniveau mit einem p-Wert von 0,058. Lediglich in der Fraktion Membran 

zeigt sich ein statistisch nicht signifikanter Unterschied in umgekehrter Richtung, wobei auch hier – wie 

oben beschrieben – die niedrigen Konzentrationen in der Interpretation berücksichtigt werden müssen. 

5.4.4 Analyse der ARID1A Konzentrationen in Rezidivtumoren  

Ein weiterer Parameter, der für jede Tumorprobe in die statistische Analyse mitaufgenommen wird, ist 

der Rezidivstatus (siehe Abschnitt 5.3.2 und Abbildung 18). Die 14 Rezidivtumore werden als eine 

Gruppe zusammengefasst, in der innerhalb einer der sechs Gruppen Zytosol, Membran, Frei nukleär, 

Chromatin, Kern und Gesamt ein Vergleich durchgeführt wird mit den 47 Nicht-Rezidivtumoren (siehe 

Tabelle 14).  

 

Fraktion Nicht-Rezidiv  Rezidiv  Absoluter 
Unter-
schied 
(ng/ml) 

Relativer 
Unterschied 
(%) 

p-Wert 
Mittel-
wert 
(ng/ml) 

Median 
(ng/ml) 

Mittel-
wert 
(ng/ml) 

Me-
dian 
(ng/ml) 

Zytosol 2,14 k.A. 1,89 k.A. -0,25 ± 
0,25 -11,6 % 0,3331 

Membran 1,30 k.A. 1,16 k.A. -0,14 ± 
0,28 -10,6 % 0,6292 

Frei nuk-
leär1 k.A. 6,36 k.A. 2,45 -3,91 -61,4 % 0,0460 (*) 

Chromatin1 k.A. 3,24 k.A. 2,6 -0,64 -19,7 % 0,0107 (*) 
Kern1 k.A. 9,09 k.A. 5,58 -3,51 -38,7 % 0,0401 (*) 
Gesamt1 k.A. 12,30 k.A. 8,05 -4,25 -34,5 % 0,0455 (*) 

Tabelle 14. Analyse der ARID1A-Konzentrationen in Nicht-Rezidiv- und Rezidivmeningeomen. 
Legende: 1 Diese Gruppen sind nicht normalverteilt, daher wird hier der nicht-parametrische Mann-
Whitney-U Test angewendet und zur Berechnung der relativen Unterschiede werden die Mediane her-
angezogen. „k.A.“ meint, dass in diesen Feldern keine Angabe gemacht werden kann. 

 

Für die Fraktionen Zytosol und Membran kommt hierbei der parametrische t-Test für unabhängige Va-

riablen zur Anwendung, der zeigt, dass sich keine statistisch relevanten Differenzen in den beiden Grup-

pen finden (p > 0,05). Es bleiben jedoch Verminderungen von 11,6 % und 10,6 % zu Lasten der Re-

zidivtumore festzuhalten. Eine andere Situation zeigt sich in den Gruppen Frei nukleär, Chromatin, Kern 

und Gesamt, in denen sich statistisch signifikante Differenzen (p < 0,05) finden lassen (siehe Tabelle 

14). Die relativen Unterschiede sind unterschiedlich ausgeprägt mit 61,4 % in der Fraktion Frei nukleär, 

19,7 % in der Fraktion Chromatin, 38,7 % in der Gruppe Kern und 34,5 % in der Gruppe Gesamt, wobei 

diese Differenzen jeweils zu Lasten der Rezidivtumore ausgeprägt sind.  
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Somit lässt sich zusammenfassen, dass die Rezidivtumore in den vier Gruppen Frei nukleär, Chromatin, 

Kern und Gesamt statistisch signifikant weniger ARID1A-Protein besitzen und die Ausprägung zwi-

schen 19,7 % bis 61,4 % Reduktion schwankt.  

5.5 Histologische Auswertung ARID1A-Level 
Das Protokoll der immunhistochemischen Färbung ist in Abschnitt 4.4 zu finden. In diesem Abschnitt 

soll näher erläutert werden, welche Ergebnisse in den 35 gefärbten Schnitten produziert wurden. Eine 

genaue Auflistung der einzelnen Patientennummern und deren histologische Interpretation der Färbe-

verhalten des ARID1A-Antikörpers ab182560 (Abcam, USA) ist in Tabelle 22 zu finden. Innerhalb der 

35 analysierten Schnitte sind alle 33 Meningeome enthalten, in denen ein Verlust des Chromosoms 1p 

im Sinne einer LOH (loss of heterozygosity; siehe Abschnitt 3.1.7) verloren gegangen ist sowie zwei 

Tumore, in denen das Chromosom 1p vorhanden ist. In den beiden zuletzt genannten zeigen sich keine 

Ausfälle der ARID1A-Expression (siehe Tabelle 22).  

5.5.1 Geringgradiger mosaikartiger Ausfall der ARID1A-Expression 

In der Analyse der immunhistochemischen Färbungen der ARID1A-Level mit dem ab182560 (Abcam) 

Antikörper fällt zunächst auf, dass eine positive Reaktion des Antikörpers mit dem Epitop lediglich im 

Zellkern zustande kommt. So zeigt sich die rotbraune Färbung sehr distinkt auf den Zellkern begrenzt 

und weder Zellmembran, noch Zytosol oder andere Organellen können identifiziert als ARID1A-

immunreaktiv identifiziert werden (vgl. Abbildung 22). Somit können ARID1A-negative Zellen in der 

Gegenfärbung mittels Mayer’s Hämalaunlösung erkannt werden, da die Zellkerne dieser Zellen eine 

dunkelblaue Farbe besitzen.  

Betrachtet man die immunhistochemischen Färbungen der 33 Tumore mit einem LOH 1p, so zeigen 

sich insgesamt 13 Meningeome mit einem geringgradigen mosaikartigen Ausfall der ARID1A-

Expression, wie er in Abbildung 22 exemplarisch dargestellt ist. Dieser hohe Anteil von 39 % steht im 

Gegensatz zu weiteren 15 Meningeomen, in denen keine Auffälligkeiten zu finden sind (46 %). Der 

Phänotyp des geringgradigen mosaikartigen Ausfalls ist gekennzeichnet durch Meningeomzellgruppen, 

die in einem umschriebenen Areal zu finden sind. Es scheint als wären diese Gruppen aus einem sich 

teilenden Zellklon entstanden, der sich in der immunhistochemischen Färbung ARID1A-negativ dar-

stellt. Die dazugehörigen ARID1A-negativen Zellen lassen keine Unterschiede in ihrem Aussehen er-

kennen: Die Zellform erscheint rundlich bis oval, die Zellmembranen erscheinen glatt, das Chromatin 

ist locker aufgebaut und es lassen sich teilweise einzelne Nucleoli erkennen. Diese Zellpopulationen 

lassen sich mit einer HE-Färbung (Hämatoxylin-Eosin Färbung) nicht sicher von den immunhistoche-

misch ARID1A-positiven Zellen unterscheiden. Entscheidend für den geringgradigen mosaikartigen 

Phänotyp des ARID1A-Ausfalls ist, dass die ARID1A-negativen Zellen nicht mehr als 50 % der gesam-

ten Zellpopulation ausmachen.  
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Abbildung 22. Immunhistochemischer Ausfall der ARID1A-Expression. 
Legende: (A-C) Geringgradiger mosaikartiger Ausfall der ARID1A-Expression in der Immunhistoche-
mie. Es zeigen sich ARID1A-positive Zellen (braun gefärbt) und ARID1A-negative Zellen (braun ge-
färbt) in den Patientenproben 26 und (D) Patientenprobe 1. (E-F) Hochgradiger mosaikartiger Ausfall 
der ARID1A-Expression. Es zeigen sich ARID1A-positive Zellen (braun gefärbt) und ARID1A-
negative Zellen (braun gefärbt) in der Patientenprobe 9. Im unteren befindet sich jeweils ein Maßstab, 
der anzeigt wie groß 300 µm sind.  
 

Beispielhaft zeigt Abbildung 22A einen Ausschnitt aus der Patientenprobe Nummer 26 mit kleiner Ver-

größerung. Bei genauerer Betrachtung (Abbildung 22B, C) finden sich hier Areale, in denen eine meh-

rere ARID1A-negative Zellen (blau gefärbt) im Kontrast zu ARID1A-positiven Zellen (braun gefärbt) 

stehen, wobei ein totaler Anteil von weniger als 50 % erkennbar ist. Abbildung 22D zeigt Patientenprobe 

Nummer 1, in der ein Areal zu sehen ist, in dem ein kleiner ARID1A-negativer Zellhaufen umgeben ist 

von ARID1A-positiven Meningeomzellen. In Mitten des Zellhaufens finden sich einige wenige 

A B

C D

E F
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ARID1A-kompetente Zellen, die unterstreichen, dass es kein Färbeartefakt oder Färbefehler ist, der da-

für verantwortlich ist, dass manche Zellen nicht ARID1A-positiv reagieren. Außerhalb des Zellhaufens 

finden sich keine ARID1A-negativen Zellen, weshalb diese Patientenprobe dem geringgradigen mosa-

ikartigen Phänotyp zugeschrieben wird. 

5.5.2 Höhergradiger mosaikartiger Ausfall der ARID1A-Expression 

Daneben gibt es fünf Meningeome, die einen Ausfall der ARID1A-Expression zeigen, der zwar nicht 

einem totalen Ausfall zuzuordnen ist, allerdings ist der ARID1A-Verlust in mehr als 50 % der Zellen zu 

erkennen (siehe Abbildung 22E, F). Die fünf Meningeomen machen insgesamt einen Anteil von 15 % 

der analysierten Tumore mit einem LOH 1p aus. Phänotypisch ausschlaggebend für die Klassifikation 

dieses Musters ist ein Nebeneinander von ARID1A-positiv und ARID1A-negativ gefärbten Meningeo-

mzellen in mehr als der Hälfte der Meningeomzellen. Interessanterweise lassen sich hier keine scharf 

abgrenzbaren Areale mehr ausmachen, in denen eine Zellpopulation ARID1A-negativer Zellen zu fin-

den ist. Diese sind diffus eingestreut in ARID1A-positive Zellen und weisen – wie auch die Meningeo-

mzellen beim geringgradigen mosaikartigen Phänotyp – keine besonderen Merkmale in der HE-Färbung 

auf. Exemplarisch ist in Abbildung 22E gezeigt, dass bei kleiner Vergrößerung bereits ein höhergradiges 

mosaikartiges Muster zu erkennen ist, welches bei näherer Betrachtung (siehe Abbildung 22F) diffus 

viele ARID1A-positive und weniger ARID1A-negative Zellen zeigt.   

5.5.3 Weitere Analyse der immunhistochemischen ARID1A-Level 

Weitere Färbungen (HE-Färbung, Elastica van Gieson, Periodic Acid Shift und Gomori), wie sie routi-

nemäßig zur Diagnostik im Institut für Neuropathologie durchgeführt werden, sind einer detaillierten 

Analyse unterzogen worden auf Korrelationen mit den immunhistochemischen ARID1A-Verlusten. Al-

lerdings erbringt die Analyse keine neuen Erkenntnisse. Zusätzlich wird in einer multivariaten linearen 

Regression untersucht, ob eine der folgenden Variablen einen signifikanten Einfluss auf die immunhis-

tochemische ARID1A-Expression hat: Geschlecht, mitotische Aktivität (histologisch oder über PHH3), 

Ki-67, Epitheliales Membran-Antigen, Progesteronrezeptor (PR) sowie Merkmale in der HE-Färbung 

wie „Small cell changes“, „Sheeting“ oder Nekrosen (siehe Begriffe: 3.1.6; Auswertung: Tabelle 24). 

Keines dieser Merkmale erweist sich in einer multivariaten Analyse als signifikanter Marker für eine 

verminderte ARID1A-Expression in einer der sechs subzellulären Fraktionen und Gruppen der Menin-

geome. Die ANOVA zeigt keine Unterschiede im Vergleich der ARID1A-Expression, gemessen mittels 

ELISA, von Tumoren mit normaler Expression, einem fokalen Verlust oder einem mosaikartigen Ver-

lust (p > 0,05). Ein Vergleich mittels des t-Tests zeigt ebenfalls keine signifikanten Unterschiede. Auf-

grund der fehlenden Korrelation von Immunhistochemie und ELISA wurde beschlossen, die immunhis-

tochemischen Daten der Meningeome ohne LOH 1p nicht zu ergänzen. 
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5.6 Analyse des LOH von Chromosom 6q in Meningeomen  
Eine detaillierte Analyse der vier PCR-Sonden ist in Tabelle 23 im Anhang zu finden. Im Folgenden 

soll auf die wesentlichen Ergebnisse dieser Tabelle eingegangen werden. Zur Analyse des losses of 

heterozygosity (LOH) des Chromosoms 6q werden die vier Sonden D6S281, D6S440, D6S473 und 

D6S1633 verwendet, deren genaue Lage in Tabelle 6 aufgelistet ist. Abschnitt 4.2 beschreibt die exakte 

Methodik der PCR und Auswertung der Mikrosatteliten.  

5.6.1 Analyse der vier Sonden D6S281, D6S440, D6S473 und D6S1633 

Zu Beginn der Analyse werden neben den hier beschriebenen vier Sonden vier weitere Sonden auf dem 

Chromosom 6q getestet. Davon liegen wiederum vier dieser Sonden innerhalb des ARID1B-Gens. Je-

doch mussten bis auf die Sonden D6S281, D6S440, D6S473 und D6S1633 alle anderen verworfen wer-

den aufgrund mangelnder Auswertbarkeit. Gründe hierfür sind beispielsweise ein unspezifisches PCR-

Produkt, das nicht die gewünschte Länge besitzt und keine Rückschlüsse auf die Sonde zulässt, ein PCR-

Produkt, das zwar die gewünschte Länge besitzt, allerdings nicht auf ein LOH analysiert werden kann 

mangels geringer Trennschärfe der Banden in der Gel-Elektrophorese oder ein PCR-Produkt, das trotz 

einer Optimierung der Anlagerungstemperatur in nicht ausreichender Quantität in der Gel-Elektropho-

rese nachweisbar ist.  

Die Bande D6S281 ist am häufigsten mit 16 von 55 (= 29 %) auswertbaren Patientenproben von einem 

LOH betroffen (siehe Abbildung 23E). Analysiert man die Allelverluste genauer, so fällt auf, dass sie 

sich in der Gruppe der Tumore, die zusätzlich ein LOH des Chromosoms 1p besitzen, die Verluste der 

Sonde D6S281 statistisch gesehen viel häufiger finden lassen als in der Gruppe der Tumore, in denen 

das Chromosom 1p noch vorhanden ist (exakter Test nach Fisher; p < 0,0001). Die Sonde D6S440 ist 

in 10 der 41 (» 24 %) auswertbaren Patientenproben von einem LOH betroffen, wobei auch hier eine 

signifikante Häufung dieser Verluste zu finden ist, in der Gruppe der Tumore, die gleichzeitig ein LOH 

des Chromosoms 1p aufweisen (siehe Abbildung 23B). Die beiden Sonden D6S473 und D6S1633 sind 

in zwei der 51 (» 4 %) beziehungsweise fünf der 50 (» 10 %) auswertbaren Patientenproben von einem 

LOH betroffen. Allerdings findet sich bei beiden Sonden keine statistisch signifikante Häufung der Ver-

luste in der Gruppe der Tumore mit einem LOH des Chromosoms 1p (siehe Abbildung 23C, D). Anzu-

merken ist hierbei allerdings, dass der exakte Test nach Fisher das Signifikanzniveau von p < 0,05 in 

der Analyse der Sonde D6S1633, welche nahe dem ARID1B-Gen liegt, nur ganz knapp verfehlt mit 

einem p-Wert von 0,054.  

In Abbildung 23F ist eine abschließende Analyse aller Sonden des Chromosoms 6q dargestellt. Zusam-

mengefasst findet sich in 23 der 59 (» 39 %) analysierten Patientenproben ein Verlust von mindestens 

einer der vier Sonden. In Patientenprobe Nr. 4 ist ein kompletter Verlust aller vier Sonden zu finden. 

Der Verlust mindestens einer der vier Sonden ist statistisch gesehen viel häufiger in den Tumoren zu 

finden, in denen auch ein LOH des Chromosoms 1p vorliegt im Vergleich zur Gruppe derer, die noch 

beide Allele des Chromosoms 1p besitzen (exakter Test nach Fisher; p < 0,0001). 20 von 31 (65 %) mit 
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einem LOH von 1p haben einen Verlust von mindestens einer der vier Sonden für das Chromosom 6q, 

im Vergleich zu 11 % der Fälle mit LOH 6q aber ohne einen gleichzeitigen Verlust von Anteilen des 

Chromosoms 1p (siehe Abbildung 23F). 
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Abbildung 23. Detaillierte Auswertung der vier Sonden D6S281, D6S440, D6S473 und D6S1633. 
Legende: (A) Das Ideogramm auf der NCBI Genome Decoration Page [101] zeigt die Lage der Banden,  
der Sonden D6S440, D6S473, D6S1633 und D6S281 sowie der beiden Untereinheiten des SWI/SNF-
Komplexes ARID1B und PHF10. (B-E) Die Analyse der Sonden D6S440, D6S473, D6S1633 und 
D6S281 ist in mehreren Kästen dargestellt. Ein LOH der entsprechenden Sonde (schwarz) und eine in 
der PCR erhaltene Sonde (grau, „Kein LOH“) sind jeweils dargestellt. Die sich daraus ergebenden p-
Werte sind oberhalb der Balken angegeben. (F) Der zusammenfassende Verlust einer der vier Sonden 
wird als „LOH“ (schwarz) bezeichnet, während kein Verlust einer Sonde als „Kein LOH“ (grau) be-
zeichnet wird. Abschnitt 4.2 beschreibt die genaue Methodik der PCR und Mikrosattelitenauswertung. 
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6 Diskussion 
ARID1A ist Teil des Chromatin Remodeling Komplexes, der durch seine universale Funktionsweise, 

die Transkriptionsrate von sehr vielen Genen beeinflussen kann und innerhalb dieses Komplexes in 

Tumoren am häufigsten mutiert ist [50]. Seine besondere Rolle in Meningeomen wurde bereits in der 

Einleitung geschildert und es wurde die Hypothese aufgestellt, dass das Gen ARID1A im Sinne eines 

loss of heterozygosity (LOH) in Meningeomen verloren gehen kann und nachfolgend eine Haploinsuf-

fizienz mit korrespondierendem Proteinverlust entsteht. Dieser Verlust soll einen malignisierenden Ef-

fekt auf das Verhalten der Tumorzelle zur Folge haben, womit letztlich der bereits bewiesene Effekt des 

negativen Einflusses eines Chromosom 1p Verlustes auf das Patientenüberleben erklärt werden könnte. 

Daneben gibt es die zweite Hypothese, dass der Verlust des Chromosom 6q eine wichtige Rolle in hö-

hergradigen Meningeomen innehält und ARID1B ein weiteres potentielles Treibergen auf Chromosom 

6q27 in Meningeomen darstellt (Abbildung 6).  

Im Folgenden wird Stellung zu den Ausgangsfragen (vgl. 3.5) bezogen und es werden die Ergebnisse 

dieser Arbeit kritisch hinterfragt. Die sich daran anschließende Einordnung der Ergebnisse in den Ge-

samtkontext des Themas soll weitere Facetten der biochemischen und molekularbiologischen Untersu-

chung der Proteine ARID1A und ARID1B in Meningeomen beleuchten. Zuletzt erfolgt die Darstellung 

einiger Ausblicke, die sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit ergeben.  

6.1 Etablierung eines ELISAs 
Zunächst ist es wichtig zu erwähnen, dass der ELISA im Rahmen dieser Arbeit neu entwickelt wurde. 

Somit ist dies keine Methode, die einer mehrfachen Validierung unterzogen wurde, weshalb lediglich 

die in dieser Versuchsreihe erarbeiteten Validierungsparameter einer Messgenauigkeitsanalyse unterzo-

gen werden konnten. Es liegen keine Referenzmessungen oder ähnliche externe Kontrollen vor, die zu-

sätzlich die Ergebnisse dieser Arbeit unterstützen könnten. Dennoch zeigt eine detaillierte Betrachtung 

der Abschnitte 5.1 und 5.2 eindrücklich, dass sich dieser ELISA sehr gut eignet ARID1A-

Konzentrationen in Tumorlysaten von Meningeomen zu messen.  

6.1.1 Generelle Vor- und Nachteile von ELISAs 

Möchte man einen ELISA designen für ein Protein, stehen einem mehrere Möglichkeiten zur Verfügung 

[9]. So kann man wählen zwischen einem direkten ELISA, einem indirekten ELISA oder einem Sand-

wich ELISA. Der direkte ELISA ist am wenigsten sensitiv und wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. 

Ein Protokoll für einen Sandwich ELISA wird in dieser Arbeit nicht dargestellt, da alle Versuche einen 

Sandwich ELISA für ARID1A mit dem ARID1A-Fragment als Standard (ABN-H00008289-Q01, Ab-

nova) gescheitert sind. Es war nicht möglich die ELISA Platte (Nunc Maxi Sorp, VWR) mit dem C-7 

Antikörper (Santa Cruz) zu beschichten und anschließend mit dem Antikörper ab182560 (Abcam) das 
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ARID1A-Fragment (Abnova) zu detektieren und zu quantifizieren. Tauscht man beide primären Anti-

körper miteinander, liefert der Versuch auch keine quantifizierbaren Ergebnisse, weshalb dieser Ansatz 

verworfen wurde. Es wird der indirekte ELISA verwendet, der das auf der Platte gebundene Protein mit 

einem primären Antikörper detektiert und anschließend von einem sekundären Enzym-beladenen Anti-

körper gebunden wird, bevor eine biochemische Umsetzung des Farbstoffs beginnt. Diese Methode 

weist eine hohe Sensitivität auf, wodurch auch niedrige Mengen der Zielstruktur detektiert werden kön-

nen. Als Nachteil wird eine Immobilisation unspezifischer Proteine auf der Plattenoberfläche angege-

ben. Im Gegensatz zum direkten ELISA ergeben sich dadurch jedoch deutlich seltener falsch-positive 

Signale und eine höhere Sensitivität in der Quantifikation der Zielstruktur. Ein Sandwich-ELISA besitzt 

ebenso wie ein indirekter ELISA eine ausreichend hohe Sensitivität nach Aydin et al. (2015), allerdings 

ist die Kombination der Antikörperpaare, die die Zielstruktur erkennen sollen, eine große Hürde, wie 

auch in dieser Arbeit zu erkennen war [9].  

6.1.2 Möglichkeiten und Grenzen des neu entwickelten ELISAs 

Standardkurve  

Um die Korrektheit des Modells zu überprüfen, werden die R2-Werte herangezogen (vergleiche 4.3.5). 

Das AE-Modell (all experiments model, 4.3.5), welches die Standardkurven aller 11 ELISA-Platten 

zusammenfasst, weist einen R2-Wert von über 0,99 auf (Abbildung 10), genauso wie 9 der 11 Standard-

kurven im EP-Modell (each plate model, siehe Abschnitt 5.2.1). Das bedeutet, dass die Standardkurve 

sehr gut geeignet ist, die gemessenen Absorptionswerte in ARID1A-Konzentrationen umzurechnen. 

Diese Aussage lässt sich auch durch die inter-assay Präzision von 4,53 % CV und eine inter-assay Rich-

tigkeit von 90,26 % im AE-Modell bekräftigen (siehe Tabelle 11). Die aus den Absorptionswerten zu-

rückgerechneten Standardkonzentrationen einer Standardkurve repräsentieren somit sehr genau die vor-

hergesagten Konzentrationen – vergleiche Richtigkeit (siehe 4.3.5, Formel 1 und Abbildung 9) – und 

die Duplikate einer Standardkonzentration weisen eine geringe Abweichung zueinander auf – vergleiche 

Präzision (siehe 4.3.5, Formel 4 und Abbildung 9).  

Ein weiterer Aspekt der EMA- und FDA-Kriterien ist, dass die umgewandelten Konzentrationen inner-

halb der Messspanne des Assays liegen (Abbildung 10, rote Dreiecke). Dies wird durch eine deutliche 

Erhöhung der Sensitivität erreicht, indem die Substratentwicklung maximiert wurde (siehe 5.1.1). So 

zeigte beispielsweise eine Änderung des Substrats von DAB+ zu OPD und gleichzeitiger HRP-

Stoppreaktion mit Hilfe von 2,5 molarer Schwefelsäure eine 30-fach Steigerung der Sensitivität. Erst 

durch diese Änderung ist es möglich ARID1A-Level in Tumorlysaten zu messen, die etwa zwischen 1 

und 10 ng/ml liegen (siehe Abbildung 10 rote Dreiecke). Somit ist die erzielte Messspanne von 0,78 bis 

50 ng/ml optimal, um ARID1A-Konzentrationen zu messen. Eine weitere Erhöhung der Sensitivität 

scheint daher nicht nötig. Dennoch wurde mit einer niedrigeren Verdünnung der Antikörper experimen-

tiert, was keinen Erfolg erzielte (siehe Abschnitt 5.1.3).  
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Andere Hersteller haben in den letzten Jahren auch käufliche ELISA-Produkte auf den Markt gebracht, 

wie in Tabelle 15 dargestellt ist. Diese Produkte sind alle Sandwich-ELISAs, die mit zwei primären 

Antikörpern arbeiten, wovon einer bereits auf der Plattenoberfläche immobilisiert ist. Wie eingangs be-

schrieben sollte die Sensitivität vergleichbar mit der eines indirekten ELISAs sein (Tabelle 15). Im De-

tail fällt auf, dass der Hersteller Abcam als einziger von insgesamt 11 Anbietern eine bessere Sensitivität 

angibt als der in dieser Arbeit erarbeitete ELISA. Allerdings ist bei diesem Produkt eine objektive Mes-

sung erst in den Bereichen von 1,71 - 110 ng/ml ARID1A möglich, verglichen mit einer Messspanne 

von 0,78 - 50 ng/ml des in dieser Arbeit neu entwickelten ELISAs (siehe Abbildung 10). Der in dieser 

Arbeit entwickelte ELISA ist außerdem besser in den Punkten der Messspanne und intra-assay Präzision 

(4,1 % vs. 7,4 %) sowie der inter-assay Präzision (4,5 % vs. 8 %), wodurch die gute Performance des 

indirekten ELISAs unterstrichen wird. Außerdem ist der hier vorgestellte ELISA deutlich billiger als 

alle anderen verfügbaren Kits, weshalb eine breitere Verwendung auch unter ökonomischen Gesichts-

punkten sinnvoll ist (siehe Tabelle 15) [44].   

 

Firma, 
Kata-
log-Nr. 

Me-
thode 

Proben Preis/ 
96 
Wells 

Sen-
siti-
vität 

Mess-
spanne 

Präzi-
sion – 
Intra-
assay 

Präzision –        
Inter-assay 

Refe-
ren-
zen 

Hins-
berger 
et al. 
2023 

Indi-
rekt 

Zellkul-
turextrakte, 
Gewebehomoge-
nate, Rekom-
binante Standards 

18,6 €1 

oder 
188.6 € 
+ 16.5 
€2 pro 
Lysat 

0,39 
ng/ml 

0,78 – 
50 
ng/ml 

4,1 % 
7 Pro-
ben 
(n=4) 
 

Standards: 
4,5 % 
8 Proben 
(n=2) auf 11 
Platten; 
‘gleiches Ly-
sat‘: 10,6 %                
18 Proben 
(n=2) 

- 

Abcam,  
ab 
302760 

Sand-
wich 

Zellkulturex-
trakte 670 € 0,041 

ng/ml 

1,71 – 
110 
ng/ml 

7,4 %          
1 
Probe 
(n=8) 

8 %                      
1 Probe 
(n=3) 

Keine 

Abb-
exa, abx 
358515 

Sand-
wich 

Gewebehomoge-
nate, Zelllysate, 
andere biologi-
sche Medien 

587,50 
€ 

0,47 
ng/ml 

0,78 – 
50 
ng/ml 

<10 % 
3 Pro-
ben 
(n=20) 

<10 % 
3 Proben 
(n=8) auf 3 
Platten 

Keine 

MyBio-
Source3, 
MBS 
2540332 

Sand-
wich 

Serum, Plasma 
und andere biolo-
gische Medien 

540 US 
$ 

0,47 
ng/ml 

0,78 – 
50 
ng/ml 

3 Pro-
ben 
(n=20) 

3 Proben 
(n=8) auf 3 
Platten 

Keine 

LSBio, 
LS-
F65695 

Sand-
wich 

Gewebehomoge-
nate, Zelllysate 
und andere biolo-
gische Medien 

980 US 
$ 

Noch 
aus-
ste-
hend 

Noch 
ausste-
hend 

k.A. k.A. Keine 

BT 
Lab, 
E3933 
Hu 

Sand-
wich 

Serum, Plasma, 
Zellkulturüber-
stände  

458 US 
$ 

6,61 
ng/L 

12,5 – 
800 
ng/L 

5 %             
3 Pro-
ben, 
(n=18) 

k.A. Keine 
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BT 
Lab, 
E6528 
Hu 

Sand-
wich 

Serum, Plasma, 
Zellkulturüber-
stände 

458 US 
$ 

7,89 
ng/L 

15 – 
3000 
ng/L 

<6 %           
3 
Samp-
les, 
(n=18) 

k.A. Keine 

Bior-
byt4, 
orb 
1209952 

Sand-
wich 

Serum, Plasma, 
Zellkulturüber-
stände 

655,40 
€ 

6,61 
ng/L 

12,5 – 
800 
ng/L 

k.A. k.A. Keine 

Bior-
byt4, 
orb 
1209286 

Sand-
wich 

Serum, Plasma, 
Zellkulturüber-
stände 

655,40 
€ 

7,89 
ng/L 

15 – 
3000 
ng/L 

k.A. k.A. Keine 
 

Krish-
gen, 
KBH 
3933 

k.A. 
Serum, Plasma, 
Zellkulturüber-
stände 

~300 € 
(France) 

Unter 
Re-
vali-
die-
rung 

Unter 
Revali-
die-
rung 

k.A. k.A. Keine 

Krish-
gen, 
KBH 
6528 

Sand-
wich 

Serum, Plasma, 
Zellkulturüber-
stände 

~300 € 
(Frank-
reich) 

7,89 
ng/L 

15 ng/l 
– 3000 
ng/l 

CV < 
8 % 
 

CV < 10 % 
 

Keine 

Tabelle 15. Vergleich verschiedener kommerzieller ELISA-Kits für ARID1A mit dem neu entwickel-
ten ELISA. 
Legende: 11 Spalten zeigen die verschiedenen Merkmale von 11 kommerziellen ELISA-Kits, die online 
erhältlich sind. Um sie mit dem in dieser Arbeit verwendeten ELISA zu vergleichen, haben wir den 
Preis des hier verwendeten Assays berechnet, indem wir die Kosten für jede Komponente addiert und 
verschiedene Validierungsparameter aufgeführt haben. Dennoch gibt es einige Zellen, für die keine In-
formationen verfügbar waren („k.A.“ für keine Angabe). Datum der Erstellung: 20.7.2023. 
1 Kosten für den in dieser Arbeit verwendeten ELISA: Platte (750-0083, VWR, Deutschland): 100 € 
(60x) -> 1x = 2 €; Fragment (ABN-H00008289-Q01, Abnova, Taiwan): 520 € (25 µg, 0,2 µg/µl – 125 
µl) - 1:4000 bzw. 0,5 µl -> 2 €; Prim. AK (ab182560, Abcam, UK): 580 € (100 µl) -> 10 µl = 58 €; Sek. 
AK (K4003, Dako): 2369 € (110 ml) -> 5 ml = 107,7 €; Casein (34006, Thermo Fisher Scientific, USA): 
110 € (30 g) -> 0,1 g = 0,4 €; OPD: 200 € (50x) -> 1x = 4 €; Stable Peroxide (34062, Thermo Fisher 
Scientific, USA): 83,25 € (100 ml) -> 1 ml = 8,3 €; H2SO4 (258105, Sigma-Aldrich, USA): 40 € (100 
ml) -> 1,5 ml = 0,6 €; Waschlösung (VWR, A9177.0100): 372 € (100x, 100*200 ml) -> 300 ml = 5,6 
€;  
2 Kosten für jedes Lysat: Fraktionierung (87790, Thermo Fisher Scientific, USA): 608 € (50x) -> 1x = 
12,16 €; Precellys (10144-496, VWR, Deutschland): 217 € (50x) -> 1x = 4,34 €; 
3 Vermutlich der gleiche ELISA wie abbexa; 4 Vermutlich der gleiche ELISA wie BT Lab. 

 
Die Standardkurve des indirekten ELISAs ist mit Hilfe eines ARID1A Proteinfragments (Abnova) er-

stellt worden. Das in vivo vorzufindende Volllängenprotein wurde nicht in den Standards eingesetzt, 

allerdings liegt dieses in den Tumorlysaten und somit auch in den Proben der Patientenkohorte vor. Der 

Grund für die Wahl eines Proteinfragments liegt darin, dass auf dem Markt aktuell kein Volllängenpro-

tein kaufbar ist und eine eigene Herstellung von hoch aufgereinigtem ARID1A mit den technischen 

Möglichkeiten des Labors nicht zu bewerkstelligen ist. Somit ist das Fragment (Aminosäuren 1216 bis 

1325) aktuell die beste Möglichkeit einen einfach handhabbaren ELISA zu designen, der schnell sowie 

akkurat und präzise ARID1A misst. Biochemisch gesehen gibt es eine gute Überlappung mit dem Epitop 

des primären Antiköpers ab182560 (Abcam), der innerhalb der Aminosäuren 1200 bis 1350 bindet 
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(siehe Abbildung 25). Außerdem werden Fragmente regelrecht in ELISA Anwendungen verwendet und 

führen dort zu sehr guten Resultaten in der Proteinbestimmung wie beispielsweise die Studie 

von Grebenchtchikov et al. (2004) zeigt [38].  

Mit den in dieser Arbeit gezeigten Ergebnissen kann formal nicht ausgeschlossen werden, dass der pri-

märe Antikörper ein anderes Bindeverhalten mit dem Fragment zeigt als mit dem Volllängenprotein zu 

erwarten wäre, daher erfolgt eine kritische Betrachtung dieses Aspekts.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen eindrücklich dar, dass die Wahl, ein Proteinfragment zur Erstellung 

der Standardkurve des ELISAs zu verwenden, positiv beeinflusst hat. Dennoch ist kritisch anzumerken, 

dass die Spike recovery niedrig ist (0-18 %, Abbildung 13A) und es gelingt der Nachweis des Abbaus 

von in Carbonatpuffer gelöstem ARID1A-Fragment sowohl im ELISA (Abbildung 13B) als auch im 

Western blot (Abbildung 13D). Eine mögliche Erklärung für diese Degradation des ARID1A-

Fragments, die ohne stattgehabten Gewebekontakt auftritt, ist die, dass noch eine Restaktivität der Pro-

teasen aus den Puffern (8.2) vorhanden ist, welche dann den Fragmentabbau beschleunigt und die Inter-

pretation der Ergebnisse erschwert. Dieser Erklärungsversuch findet sich auch so bereits in der Literatur 

[93]. Aufgrund dessen ist die Aussagekraft der Experimente zur Spike recovery mit dem ARID1A-

Fragment nur eingeschränkt auswertbar. In einer theoretischen Betrachtung des Einflusses der Degra-

dation auf die Standardkurve durch Verdünnung des ARID1A-Fragments wird klar, dass dieser Degra-

dationseffekt aufgrund des kurzen Zeitintervalls zwischen der Herstellung mehrerer Röhrchen und dem 

Pipettieren auf die Platte, äußerst unwahrscheinlich ist. Zudem legen die hohe Übereinstimmung der 

Standardkurven im AE-Modell diese Aussage sehr nahe (siehe Abbildung 10). Eine experimentelle 

Überprüfung der Spike recovery in den vier Puffern zeigt eindrücklich, dass die prinzipielle Messung 

von ARID1A-Signalen in den Puffern ohne Einschränkungen möglich ist (Abbildung 13D). Weiterhin 

erreicht der ELISA beispielsweise in der „Erneuten Analyse der Proben“ (Tabelle 11) sehr gute Werte 

in der Inter-assay Präzision, wenn gleiche Lysate mehrfach analysiert werden (%CV: 10,6 %, Tabelle 

11) und der Test auf Parallelismus (5.2.6) zeigt einen hohen Grad an Übereinstimmung an (siehe Abbil-

dung 14B). Beide Tests werden in der Gewebematrix durchgeführt und insbesondere die Parallelität der 

beiden Kurven in Abbildung 14B verdeutlicht ein gleiches Bindeverhalten der Antikörperpaare mit 

ARID1A-Fragment und ARID1A-Volllängenprotein. Der Parallelismus beweist, dass die Absorptions-

signale der Standardkurve in gleichem Maß abnehmen wie die der Gewebelysate, sodass die Standard-

kurve richtigerweise als Umrechnungsmodell für die Absorptionswerte der Gewebelysate in die Einheit 

der ARID1A-Konzentrationen genutzt werden kann [5].  

Die Synthese eines ARID1A-Volllängenproteins, z. B. in E. coli, würde in der Zukunft dennoch eine 

Optimierung des ELISA-Protokolls darstellen, mit welchem dann formal eine vollständige Validierung 

gezeigt werden könnte.  

Ein weiterer Aspekt der Standardkurve die Überlegenheit des EP-Modells gegenüber dem AE-Modell, 

wenn man die Werte für die Genauigkeit betrachtet (siehe Tabelle 3). Dies lässt sich möglicherweise 
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durch eine weniger stark schwankende Standardkurve im EP-Modell erklären, da geringe Unterschiede, 

z. B. bei der Temperatur, der Pufferqualität oder der Luftfeuchtigkeit, besser dargestellt werden. 

ELISA-Analyse von ARID1A-Konzentrationen in Tumorlysaten 

Mit einer inter-assay Präzision von 21,31 % CV aller wiederholter Messungen der unterschiedlichen 

Lysate ist das, im Rahmen der EMA- und FDA-Kriterien [31,122], aufgestellte Ziel von weniger als 30 

% Schwankung erreicht (siehe Abschnitt 4.3.5). Dennoch ist dieser Wert höher als bei der Analyse der 

Proben aus gleichen Lysaten (10,61 % CV, siehe Tabelle 11) und das Protokoll der Lysatherstellung 

könnte dabei eine entscheidende Rolle spielen (siehe Abschnitt 4.3.2). Ein Grund für die höhere 

Schwankung der ARID1A-Level ist möglicherweise der Fakt, dass die ARID1A-Level in unterschied-

lichen Lokalisationen eines Tumors nicht exakt identisch sind und der Fehler somit nicht an dem Ver-

suchsaufbau per se liegt. Im Rahmen der Arbeit fiel auf, dass beim Abwiegen von 100 mg Gewebe 

neben reinen Tumoranteilen auch primär nicht zum Tumor gehörige Gewebe wie etwa Dura, Knochen-

fragmente, Fibrin oder Meningen an verschiedenen Lokalisationen innerhalb des Tumorgewebes unter-

schiedlich stark repräsentiert sind, was sich dann in einer höheren Variabilität der ARID1A-

Konzentration niederschlagen kann. Da im Prozess des Aufreinigens mit dem Tissue strainer (Abschnitt 

4.3.2, Schritt 5 des Protokolls) in allen 61 Meningeomen überschüssiges Gewebe – welches vorher mit 

eingewogen wurde – extrahiert worden ist, stellt eine Schwankung von etwa 21 % einen akzeptablen 

Wert dar [23,24]. Dennoch ergibt sich daraus, dass ein standardisiertes Protokoll notwendig ist, wie es 

in 4.3 aufgeführt ist.  

Die Versuche zur minimal benötigen Konzentration des Tumorlysats zeigen anschaulich, dass bei Kon-

zentrationen über 20 µg/ml keine Verzerrungen zu erwarten sind (siehe Abbildung 14A). Somit kann 

standardisiert für jedes Lysat, das zunächst 1:26 verdünnt wird, die Gesamtproteinkonzentration gemes-

sen werden, welche einen Mindestwert von 20 µg/ml nicht unterschreiten darf, sodass die Bindungs-

oberfläche gesättigt wird. Da der Tissue strainer etwaige Reste wie Knochenfragmente oder Bindege-

webe eliminiert (siehe Abbildung 7), sind die höchstmöglich aufgereinigten Tumorlysate den resultie-

renden Verzerrungen in der Gesamtproteinmenge unterlegen, weshalb eine Messung mittels des BCA-

Assays wie oben beschrieben sinnvoll erscheint und routinemäßig erfolgt. 

Die Ergebnisse des Vergleichs von ARID1A-Wildtyp und ARID1A-Knockout HEK-293T Zellen zeigen 

eindrücklich, dass das verwendete Antikörperpaar – bestehend aus primärem und sekundärem Antikör-

per – ARID1A spezifisch detektieren kann (Abbildung 11). Weitere Analysen der Kohorte aus 61 Me-

ningeomen profitieren beispielsweise von Summationsgruppen, wie Kern (Frei nukleär plus Chromatin) 

und Gesamt (Zytosol, Membran, Frei nukleär und Chromatin). Diese Summation erlaubt einerseits wäh-

rend der Fraktionierung fälschlicherweise verschlepptes ARID1A im Gesamtkontext mit zu bewerten 

und andererseits wird die Interpretation durch diese Werte verbessert (5.4). 

Betrachtet man deskriptiv zunächst die ARID1A-Verteilung über alle vier verschiedenen Zellkomparti-

mente, so zeigt sich, dass etwa 60,7 % des Signals aus der Frei nukleären Fraktion stammt, 23,3 % aus 
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dem Zytosol, 13,5 % aus dem Chromatin und 2,5 % aus der Membran (siehe Abbildung 11). Diese 

Beobachtung bestätigt das nukleozytoplasmatische Verteilungsmuster, welches bereits durch Guan et 

al. (2012) beschrieben wurde [39]. Die niedrigen ARID1A-Werte in der Membran sind möglicherweise 

eine falsch-negative Schlussfolgerung, da es Hinweise darauf gibt, dass die niedrige Spike recovery im 

Membranextraktionspuffer (MEB) Ausdruck einer fehlenden Bindung des Antikörperpaars in dieser 

Fraktion ist (Abbildung 13C).  

Man könnte auch erwarten, dass im Chromatin höhere ARID1A-Level zu finden sind als in Frei nukleär 

[127], da ARID1A als Teil des Chromatinumbaukomplexes an der Verbindung von BAF-Komplexen 

mit DNA-Regionen beteiligt ist [92]. Eine mögliche Erklärung dieses Verteilungsmusters ist, dass an 

DNA-gebundene ARID1A Proteine mit dem „Nuclear Extraction Buffer“ (NEB) ausgewaschen werden 

und somit bereits in Frei nukleär gemessen werden und nicht erst in der Chromatin Fraktion, wo sie 

möglicherweise in vivo zu finden wären. Um dieser Frage nachzugehen werden Analysen mit einem 

Histon H3 Antikörper (ab1791, 1:1000, Abcam, UK) in einem ELISA Verfahren, das dem Protokoll des 

ARID1A ELISAs entspricht (4.3.4), durchgeführt. Hiermit soll die tatsächliche DNA-Verteilung durch 

das Distributionsmuster von Histon H3 abgeschätzt werden. Es zeigen sich wie erwartet die höchsten 

Signale im Chromatin gefolgt von Frei nukleär, Zytosol und Membran (siehe Abbildung 24). Insbeson-

dere das vergleichbar hohe Signal in Frei nukleär spiegelt die neue Erkenntnis wider. Denn die somit 

vermutlich relativ hohe Konzentration von Histon H3 – und konsekutiv auch DNA – in der Frei nukle-

ären Fraktion lassen vermuten, dass das ARID1A-Verteilungsmuster in Abbildung 11 von der DNA-

Verteilung beeinflusst wird. Letztlich kann diese Frage aber mit den bisherigen Daten nicht sicher be-

antwortet werden.  

Ein weiteres wichtiges Argument in diesem Kontext ergibt sich aus der immunhistochemischen Fär-

bung. Diese zeigt mit dem Antikörper ab182560 (Abcam) eine ARID1A-Immunreaktivität, die eindeu-

tig auf den Zellkern beschränkt ist (Abbildung 22). Weitere subzelluläre Lokalisationen wie die Zell-

membran, das Zytosol sowie darin befindliche Zellorganellen werden durch den Antikörper nicht ange-

färbt. Da die Immunhistochemie semi-quantitativ ist [118,124], darf aus diesem Ergebnis geschlossen 

werden, dass im Zellkern – analog zu denen im ELISA verwendeten Fraktionen Frei nukleär und Chro-

matin – die höchsten Konzentrationen vorliegen. Die Immunhistochemie kann allerdings nicht zwei-

felsfrei zwischen Frei nukleär und Chromatin differenzieren.  

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass Frei nukleäres ARID1A die höchste ELISA-Konzentration 

in den untersuchten Meningeomen aufweist und dieses Verteilungsmuster möglicherweise sogar von 

funktioneller Bedeutung ist. Ein potentieller Erklärungsansatz wäre, dass in der Fraktion Frei nukleär 

überwiegend ungebundenes ARID1A vorhanden ist, welches einen homöostatischen Zustand zwischen 

DNA- und Nicht-DNA gebundenem ARID1A sowie den BAF-Komplexen darstellt, der bisher noch 

nicht beschrieben ist [127].  
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Abbildung 24. Histon H3 Verteilung über vier Zellkompartimente in acht Meningeomen. 
Legende: Tumorlysate (schwarze Punkte, n = 8) werden auf die NUNC-Platte aufgetragen und das 
ELISA Protokoll angewendet, wie in 4.3.4 beschrieben, mit folgender Änderung: Der Histon H3-Anti-
körper ab1791 (Abcam, UK) wird 1:1000 verdünnt aufgetragen statt dem ARID1A-Antikörper. Die 
resultierenden Absorptionssignale, ausgedrückt als OD (optische Dichte), werden gegen die vier zellu-
lären Kompartimente aufgetragen. Die Membran Fraktion erzeugt negative Signale, daher werden die 
Absorptionssignale gleich null gesetzt. Die schwarzen Balken geben die Standardabweichungen an. 

 

Analyse der primären und sekundären Antikörper 

Der primäre Antikörper ab182560 (Abcam) zeigt die beste Performance in der Analyse des indirekten 

ARID1A ELISAs im Vergleich zu dem C-7 ARID1A-Antikörper (sc-373784, Verdünnung 1:30 bis 

1:3000, Santa Cruz, USA) und dem PSG-3 Antikörper (sc-32761, 1:30 bis 1:3000, Santa Cruz, USA). 

Insbesondere die Verdünnung 1:1000 erweist sich als besonders sensitiv und spezifisch (siehe 5.1.3). 

Wie bereits im ersten Unterpunkt dieses Kapitels beschrieben ist das im Rahmen dieser Arbeit entwi-

ckelte ELISA-Protokoll äußerst gut geeignet ARID1A zu quantifizieren, wobei dort insbesondere auf 

die Sensitivität eingegangen wird. Eine eingehende Analyse der Spezifität ergibt, dass ARID1A mit 

einer hohen Genauigkeit gemessen werden kann (siehe Abbildung 11), sowohl im ELISA (Abbildung 

11A) als auch im Western blot (Abbildung 11B-E). Die im ELISA sichtbaren signifikanten Verminde-

rungen der ARID1A-Level mit über 90 % in Zytosol und Frei Nukleär im Vergleich der HEK-293T 

ARID1A-Wildtyp- und Knockout-Zelllinien belegen eindrücklich die Spezifität (Abbildung 11A). Diese 

Veränderungen werden im Zellpellet ab278824 (Abcam) analysiert, welche in der Knockout Variante 

aus einer HEK-293T Zelllinie entstammen, die mittels CRISPR/Cas9 eine 11 Basenpaare lange homozy-

gote Deletion in Exon1 des ARID1A-Gens aufweist. Es ist bei den Ergebnissen dieser Arbeit im Folgen-

den insbesondere zu diskutieren, ob in Tumoren die positiven Reaktionen des primären Antikörpers von 

einer Kreuzreaktivität falsch-positiv beeinflusst sein könnten.  
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Beispielsweise wäre es aufgrund der großen Variabilität der genetischen Veränderungen in Tumoren 

denkbar, dass nicht alle ARID1A-Mutanten als negativ detektiert werden. In diesem Fall würden insbe-

sondere ARID1A-Punktmutationen die korrekte Interpretation der Messergebnisse beeinträchtigen 

[50,103]. Laut Literatur sind dabei am häufigsten die Missense-Mutationen von ARID1A, die zu einem 

Austausch der Aminosäure Glycin an Position 2087 zu Valin, Arginin oder Glutaminsäure (G2087V, 

G2087R, G2087E) führen [69]. Eine weitere häufige Missense-Mutation Y2254* führt zu einer 31 Ami-

nosäuren umfassenden Deletion des C-Terminus von ARID1A. Mashtalir et al. (2018) fanden in diesem 

Zusammenhang heraus, dass die G2087R-Mutation über einen verstärkten Proteasom-vermittelten Ab-

bau zu einer geringeren ARID1A-Expression in HEK-293T-Zellen führen kann, während die trunkie-

rende Mutation Y2254* zu einem Funktionsverlust von ARID1A führt [69]. Der Austausch an Position 

2078 sollte den in dieser Arbeit verwendeten Antikörper nicht beeinträchtigen, aber Y2254* könnte 

falsch-positive Signale erzeugen, die nicht mit einem funktionellen Protein korrelieren. Bei der Extra-

polation von ELISA-Ergebnissen auf Tumorproben zu diagnostischen Zwecken wäre in dieser Situation 

nur eine eingeschränkte Aussagekraft des ELISA-Ergebnisses möglich. Im Gegensatz dazu sollte die 

häufigere Mutation G2087R von ARID1A mit dem Antikörperpaar bestehend aus ab 182560 (Abcam) 

und K4003 (Dako) im Hinblick auf den Expressionsverlust nachweisbar sein und somit für diagnosti-

sche Zwecke hilfreich sein, was sich in einem ARID1A-Verlust widerspiegelt. Neben Mutationen kann 

der loss of heterozygosity (LOH) sehr gut identifiziert werden, da das gesamte Protein minder exprimiert 

wird und eine richtig-negative Zuordnung folglich korrekt ist [96].  

Weiterhin ist AT-rich interacting domain protein 1B (ARID1B) ein Protein, das eine Sequenzidentität 

von fast 60 % mit ARID1A aufweist. Was die Funktionalität betrifft sind die beiden Paraloge ARID1A 

und ARID1B am Aufbau des cBAF-Komplexes beteiligt (siehe Abbildung 3). Die cBAF-Komplexe 

bestehen entweder aus ARID1A oder ARID1B, sodass ein Vorhandensein beider Proteine in einem 

Komplex ausgeschlossen ist [69,126]. Welches Protein vorhanden ist, beeinflusst entscheidend die 

nachfolgenden Veränderungen im DNA-Bindungsverhalten des Chromatin Remodeling Komplexes 

[91]. Auf funktioneller Ebene ist es möglich, dass ARID1B zumindest in gewissem Umfang ARID1A 

ersetzt bei dessen Fehlen [43]. Daher ist es von Bedeutung, ausschließlich ARID1A zu messen. In eini-

gen früheren Arbeiten wurde bereits analysiert, dass moderne Antikörper Proteinsequenzen binden, die 

mit hoher Wahrscheinlichkeit für ARID1A spezifisch sind, wodurch eine Unterscheidung zwischen die-

sen beiden Paralogen ermöglicht wird [126]. Bei der detaillierten Untersuchung der Aminosäurese-

quenz, auf die der Antikörper ab182560 abzielt (Aminosäuren 1200-1350), lässt sich feststellen, dass 

ARID1A und ARID1B 43,7 % unterschiedliche, 39,1 % biochemisch identische, 8,6 % stark ähnliche 

und 8,6 % schwach ähnliche Aminosäuren aufweisen, wenn man beide Proteine mit dem Multiple Se-

quence Alignment Tool 'Clustal Omega' von EMBL-EBI vergleicht [66]. Das Bindungsepitop des An-

tikörpers enthält eine 47 Aminosäuren lange Sequenz (Aminosäuren 1289-1335), in der ARID1A und 

ARID1B keine identische Aminosäure teilen, was die Spezifität unterstreicht. Dennoch könnte man gut 

argumentieren, dass eine Interaktion in der vorhergehenden Bindungsregion (Aminosäuren 1200-1288) 
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noch möglich ist. Da ein ELISA eine sehr sensitive Methode ist, wurde diese Kreuzreaktivität in Be-

tracht gezogen.  

Dagegen spricht zunächst, dass sowohl im ELISA als auch im Western blot eindeutige Reduktionen in 

den vier Zellkompartimenten im Vergleich von ARID1A-Wildtyp zum ARID1A-Knockout sichtbar sind. 

Im Western blot konnte auch in zwei unterschiedlichen Zellmedien (ab278824, Abbildung 11B, C; und 

ab257250, Abbildung 11D, E) der Unterschied gezeigt werden – beide mit dem Ergebnis einer exzel-

lenten Spezifität des Antikörperpaars (siehe Abbildung 11). Da ARID1B in beiden Kompartimenten 

vorhanden sein sollte [43], ist biochemisch betrachtet von einer Spezifität auszugehen. Auch der Paral-

lelismus belegt diese Erkenntnis eindrücklich (siehe Abbildung 14B).  

Ein analoger Vergleich des Bindungsepitops des Antikörpers mit der Proteinsequenz der AT-reichen 

Interaktionsdomäne 2 (ARID2) im Clustal-Omega-Tool führt zu folgenden Ergebnissen: ARID1A und 

ARID2 haben 53,6 % unterschiedliche, 15,2 % biochemisch identische, 18,5 % stark ähnliche und      

12,6 % schwach ähnliche Aminosäuren in der Sequenz 1200-1350 von ARID1A gemeinsam [66]. Dar-

über hinaus hat ARID2 innerhalb der vergleichbaren Sequenzen mit ARID1A 116 zusätzliche Amino-

säuren, die das Epitop von 151 auf 267 Aminosäuren verlängern. Diese Zahlen können visualisiert wer-

den, wenn man ein Multiple Sequence Alignment von ARID1A, ARID1B und ARID2 zusammen mit 

Jalview durchführt (Abbildung 25) [128]. Die mit einem roten Kasten hervorgehobene Epitop Region 

des Antikörpers ab182560 (Abcam; Aminosäuren 1200-1350) zeigt eindrücklich, dass dieser Amino-

säureabschnitt kaum Übereinstimmung mit ARID2 besitzt. Außerdem ist die in den ersten 50 Amino-

säuren höhere Sequenzähnlichkeit zwischen ARID1A und ARID1B zu erkennen, die allerdings zum 

Ende des Epitops hin deutlich geringer wird (siehe Abbildung 25).  

Daher ist insgesamt keine Wechselwirkung des Antikörpers 182560 mit ARID2 zu erwarten, sodass 

weder ARID1B noch ARID2 die Qualität des ARID1A-ELISAs beeinträchtigen. 

 

 
Abbildung 25. Mehrfache Sequenzausrichtung um das Antikörper-Epitop von ARID1A, ARID1B und 
ARID2. 
Legende: Die von Uniprot [13] abgerufenen Volllängen-Proteinsequenzen von ARID1A (Entry ID 
O14497), ARID1B (Entry ID Q8NFD5) und ARID2 (Entry ID Q68CP9) werden mit Clustal Omega mit 
Standardeinstellungen [66] im Programm Jalview [128] dargestellt. Die Blautöne zeigen den Prozent-
satz der Proteinidentität an: weiß (nicht ähnlich) bis dunkelblau (identisches Protein). Der rote Kasten 
hebt das angegebene Epitop der Sequenz hervor, die zur Herstellung des ARID1A-Antikörpers ARID1A 
(ab182560, Abcam, UK) verwendet wurde. ARID1A_HUMAN, menschliche ARID1A-
Proteinsequenz; ARI1DB_HUMAN, menschliche ARID1B-Proteinsequenz; ARID2_HUMAN, 
menschliche ARID2-Proteinsequenz. 
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Ein weiteres Detail des Vergleichs von ARID1A-Wildtyp und -Knockout Zelllysaten ist, dass die Chro-

matinfraktion einen relativ hohen Hintergrund im ELISA besitzt (vgl. Abbildung 11A), der in der opti-

schen Dichtemessung des Western blots nicht zu sehen ist (vgl. Abbildung 11B, C). Um Erklärungsan-

sätze zu finden, konnte eine weitergehende Analyse zeigen, dass diese Kreuzreaktionen auf den sekun-

dären Antikörper zurückzuführen sind (5.1.2). Sowohl Western blot als auch ELISA Analysen deuten 

darauf hin, dass die 16,8 kDa schwere Micrococcal Nuclease (MNase) für dieses Hintergrundsignal 

verantwortlich ist (vgl. Abbildung 11F), die dem NEB-Puffer vor der Vorbereitung der Chromatinfrak-

tion zugesetzt wird. Im Gegensatz dazu erhält die Frei nukleäre Fraktion lediglich das NEB Puffer ohne 

MNase, sodass Unterschiede zwischen beiden Gruppen einzig durch die Zugabe der MNase erklärbar 

sind.  

In der Literatur wird dieser Effekt der Kreuzreaktivitäten von monoklonalen Antikörpern ebenfalls be-

schrieben [32]. Da die Chromatin Fraktion für die ARID1A-Analyse unerlässlich ist, wird ein erweiter-

tes Modell für diese Fraktion getestet. Initial wurde, wie in 5.1.2 beschrieben, untersucht welchen Anteil 

der sekundäre Antikörper am Gesamtsignal ausmacht, gemessen anhand der optischen Dichte (OD). 

Hierbei konnte gezeigt werden, dass eine Verdünnung von 1:2 des sekundären Antikörpers in Casein 

0,2 % in PBST 0,05 % bereits eine Optimierung darstellt im Vergleich zu einer 1:1 unverdünnten Lö-

sung des sekundären Antikörpers. Nach dieser Optimierung bestehen weiterhin circa 19% Hinter-

grundsignal im Chromatin, statt initial über knapp 45 % (vgl. Tabelle 10).  

In zwölf Tumoren werden daher die Chromatinfraktionen getestet und das OD-Signal, das nur durch 

den sekundären Antikörper K4003 (Dako) zustande kommt, gemessen. Dies spiegelt die unspezifische 

Bindung in der Tumorgewebsmatrix wider (Abbildung 26B). Es zeigt sich ein stabiles Hintergrundsig-

nal mit annähernd gleichen Absorptionswerten in allen zwölf Tumoren, ausgedrückt als optische Dichte 

(OD), mit nur zwei Ausreißern unter den zwölf analysierten Tumoren. Die mittlere OD beträgt 0,0315 

(95 % Konfidenzintervall: 0,0208-0,04216).  

Anschließend werden die ARID1A-Knockout- (KO) und Wildtyp- (WT) Lysate erneut analysiert und es 

zeigt sich, dass das Knockout-Signal (OD: 0,027) in der Chromatinfraktion vollständig fehlt, sofern der 

Hintergrundwert von 0,0315 abgezogen wird (Abbildung 26C). Das bedeutet, dass die Messung von 

ARID1A-Proteinkonzentrationen spezifischer wird, da ein Zelllysat ohne darin enthaltenes ARID1A 

sich als „negativ“ klassifizieren lässt durch den in dieser Arbeit entwickelten ELISA.  

Die Wildtyp-Signale sind in diesem „angepassten Modell" kaum betroffen, da die ARID1A-Spiegel nur 

um 22,2 % abnehmen, was verglichen mit den Werten des „normalen Modells" nicht signifikant ist (p 

> 0,05). Daraus folgt eine etwas verminderte Sensitivität. Zur Analyse der ARID1A-Konzentrationen 

wurde der Beschluss gefasst das „normale Modell“ zu verwenden, aufgrund der sehr guten Performance 

in der Spezifitätanalyse (vgl. Abbildung 11) und der einfacheren Handhabbarkeit mit den Daten aus den 

ELISA-Ergebnissen, da eine zu komplexe Analyse das Modell verschlechtern kann [10].   
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Abbildung 26. Quantifizierung des Hintergrundsignals des sekundären Antikörpers in Chromatinfrak-
tionen im Tumorgewebe von zwölf Meningeomen mit nachfolgender Re-Analyse in ARID1A-Wildtyp- 
(WT) und Knockout- (KO) Zellpellets ab278824 (Abcam). 
Legende: (A) Tumorlysate (schwarze Punkte, n = 12) aus der Fraktion Chromatin werden hergestellt 
und auf die NUNC-Platte aufgetragen, wie in 4.3.4 beschrieben, mit der folgenden Änderung: nur der 
sekundäre Antikörper K4003 (1:2 verdünnt, Dako) wurde in die Wells gegeben, nicht aber der primäre 
Antikörper ab182560 (Abcam, = „Sek. AK alleine“, siehe Tabelle 10, Protokoll 12). Das Absorptions-
signal, ausgedrückt als optische Dichte (OD), sowie Mittelwert und Standardabweichung werden dar-
gestellt; (B) Re-Analyse von Chromatinfraktionen in ARID1A-Wildtyp- (WT) und Knockout- (KO) 
Zellpellets ab278824 (Abcam) unter Verwendung einer angepassten Hintergrundsubtraktion. Das nor-
male und etablierte ELISA-Protokoll (schwarz) korrigiert nur den Blank, der als Nullkalibrator in den 
mit Carbonatpuffer gefüllten Wells gemessen wird. Wie im Text erläutert, gibt es Hinweise auf eine 
Interaktion des sekundären Antikörpers mit Pufferbestandteilen in der Chromatinfraktion. Daher wird 
der Mittelwert des zuvor analysierten Hintergrundsignals (0,0315) von den Blank-korrigierten OD-
Werten abgezogen. Dieser zusätzliche Blank führt zu einer vollständigen Signalauslöschung in 
ARID1A-Knockout (KO) HEK-293T- Zellen im Vergleich zu Wildtyp (WT) Zellen (ab278824, Abcam, 
UK) in dem angepassten Modell (grau), während nur moderate Veränderungen im Wildtyp erkennbar 
sind (siehe Text). Die Mittelwerte sind über dem Balken und dem Fehlerbalken angegeben. 
 

6.2 Analyse der ARID1A-Expression mit dem neu entwickelten 

ELISA in 61 Meningeomen 
Um die ARID1A-Konzentrationen in den 61 Meningeomen detailliert analysieren zu können, wird zu-

nächst die Patientenkohorte auf potentielle Verzerrungen untersucht, da dies Einfluss auf die ermittelten 

Ergebnisse und deren Interpretation haben kann.  

6.2.1 Einschränkungen der Patientenkohorte 

Holleczek et al. (2019) präsentierten Daten von 992 Patienten mit Meningeomen aus dem Bundesland 

Saarland, dem auch diese Patientenkohorte entstammt [45]. Die epidemiologischen Daten deuten darauf 

hin, dass die in dieser Arbeit untersuchte Kohorte einen aggressiveren Verlauf zu haben scheint als die 

Population in der besagten Studie, da die Rezidivrate in der Kohorte bei 23 % liegt (im Vergleich zu  

6,1 % bei Holleczek et al. (2019)). Zudem liegt das in Tabelle 1 beschriebene von Frauen-zu-Männer 

Verhältnis in dieser Arbeit bei 1,65:1 (2,53:1), was einen höheren Anteil an Männern zur Folge hat 
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(Tabelle 4). Außerdem ist ein hoher Anteil an multifokalen Meningeomen mit 13 % ersichtlich (Tabelle 

4). Bezüglich des Alters der in dieser Arbeit untersuchten Kohorte zeigen sich vergleichbare Werte mit 

Holleczek et al. (2019), da das Durchschnittsalter 65,5 ± 13,9 Jahre (im Vergleich zu 63) beträgt, sowie 

auch die Verteilung über die WHO-Grade mit einer Häufigkeit von 66 % Grad 1 (70 %), 31 % Grad 2 

(28 %) und 3 % Grad 3 (3 %) vergleichbar sind (siehe Tabelle 4, [45]). Die Unterschiede hin zu einer 

aggressiveren Kohorte lassen sich am ehesten durch eine Fokussierung bei der Rekrutierung zu dieser 

Studie erklären, wobei ein hoher Anteil von Meningeomen mit einem loss of heterozygosity (LOH) auf 

Chromosom 1p angestrebt und erzielt wurde. Driver et al. (2022) geben eine normale Häufigkeit des 

Verlusts von Chromosom 1p in 36 % an [27] und in dieser Kohorte beträgt der Wert 54 % (siehe Tabelle 

4). Der LOH auf Chromosom 1p ist nach Ketter et al. (2007) ein wesentlicher Malignitätsfaktor [53]. 

Linsler et al. (2014) konnten insbesondere den Verlust von 1p36 als einen unabhängigen Risikofaktor 

für Meningeomrezidiv und -progression identifizieren, sodass dies eine sinnvolle Erklärung sowie auch 

Bestätigung der Erkenntnisse ist [62].  

Die Verteilung der 61 Meningeome auf verschiedene Lokalisationen zeigt 28 % Schädelbasismeninge-

ome (im Vergleich zu 24 % bei Maiuri et al. (2019)), 64 % Konvexitätsmeningeome (54 %) und 8 % 

spinale Meningeome (9 %), was im Wesentlichen die Verteilung der von Maiuri et al. (2019) untersuch-

ten Meningeome (n = 300) widerspiegelt [67]. Allerdings stellen acht multifokalen Meningeome, die in 

den vorherigen Werten nicht enthalten sind, eine aggressivere Kohorte dar. 

6.2.2 Vergleich der ARID1A-Konzentrationen in Meningeomen mit und ohne 

LOH auf Chromosom 1p 

Wie in Abschnitt 5.4.1 beschrieben, zeigt der Vergleich von 33 Tumoren mit einem LOH auf Chromo-

som 1p – und somit auch dem Verlust eines Allels des ARID1A-Gens auf 1p36.11 [121] – und 28 Tu-

moren ohne einen solchen Chromosomenverlust, dass Meningeome mit LOH 1p signifikant weniger 

ARID1A enthalten (vgl. Abbildung 19). Da es sich bei ARID1A um ein nukleozytoplasmatisches, teil-

weise DNA-gebundenes Protein handelt [21,39], erscheint es sinnvoll den Fokus der Analyse auf die 

Fraktionen Frei nukleär und Chromatin zu setzen, statt auf das Zytosol oder die Membran. Ansonsten 

würden sich Schwierigkeiten ergeben, wenn einige Gruppen signifikante Veränderungen aufweisen und 

andere nicht (vgl. Abbildung 19). Die beiden Gruppen „Kern" (Frei nukleär + Chromatin) und „Gesamt" 

(Zytosol + Membran + Frei nukleär + Chromatin) sollen daher im Folgenden mit dem größten Interesse 

betrachtet werden, da durch die Summation ein repräsentativerer Wert der Auswirkungen auf Zellebene 

gegeben wird. So überwiegen beispielsweise die signifikanten Abnahmen in den vier Gruppen Frei nuk-

leär, Chromatin, Kern und Gesamt die nicht signifikanten Unterschiede in den Fraktionen Zytosol und 

Membran, wobei letztere im Allgemeinen auch niedrigere ARID1A-Werte aufweisen (vgl. Abbildung 

19 und Tabelle 12).  

Außerdem ist neben dem statistisch signifikanten Unterschied der funktionell relevante Unterschied zu 

differenzieren. Letzterer meint, dass die mathematische Signifikanz nicht zwangsläufig etwas darüber 



Diskussion 
 

- 87 - 

aussagt, ob es auf Proteinebene einen Unterschied gibt, der begründet, dass die signifikant niedrigere 

Konzentration von ARID1A relevante Folgen für die Tumorzelle hat [96]. Da in der Fraktion Frei nuk-

leär 32,3 % und in der Fraktion Chromatin 16,5 % weniger ARID1A vorhanden sind, ist insbesondere 

aufgrund der Fraktion Frei nukleär von einer funktionellen Relevanz auszugehen (vgl. Abbildung 19, 

Abbildung 20). Im Kern und Gesamt zeigen sich Unterschiede von 26,8 % beziehungsweise 21,8 %, 

woraus sich ableiten lässt, dass eine Auswirkung auf den Proteinstoffwechsel sehr wahrscheinlich ist, 

zumal es sich jeweils um statistisch signifikante Reduktionen handelt. Eine übersichtliche Darstellung 

der Unterschiede zwischen Meningeomen mit und ohne LOH 1p erfolgt in Abbildung 27. Hier wird 

veranschaulicht, dass Meningeome mit LOH 1p in der Gruppe Gesamt – welche sehr aussagekräftige 

Ergebnisse liefert – weniger ARID1A aufweisen als solche mit erhaltenem Chromosom 1p, was die 

funktionelle Relevanz deutlich unterstreicht.  

 

 
Abbildung 27. Vergleich der ARID1A-Konzentration in der Gruppe Gesamt zwischen Meningeomen 
mit und ohne LOH 1p. 
Legende: In der Gruppe Gesamt werden die ARID1A-Konzentrationen (Balken) sortiert nach „Kein 
LOH 1p“ (schwarz) und „LOH 1p“ (grau) angegeben. Der p-Wert wird oberhalb der Balken dargestellt. 
Daneben sind Mittelwerte (rote durchgezogene Linie) ± SEM (rote gepunktete Linie) angegeben.  
 
Betrachtet man die Methode für ein angepasstes Modell im Chromatin, in dem das Hintergrundsignal 

dieser Fraktion mathematisch reduziert wird, wie in 6.1.2 beschrieben, für die ARID1A-

Konzentrationsunterschiede zwischen ARID1A-Wildtyp und Knockout, so ergeben sich nur geringfü-

gige Änderungen und die Trends bleiben gleich. Somit sind keine Verzerrungen aufgrund laborchemi-

scher Messfehler des neu entwickelten Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) ersichtlich. 
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Daher unterstützen diese Daten die Feststellung, dass ARID1A als Treibergen betrachtet werden sollte 

[1,16,20,35,133], da die Expression von ARID1A bei Vorliegen eines LOH 1p signifikant reduziert ist 

– ein Zustand, der eng mit der Rezidivhäufigkeit und Malignität verbunden ist [62].  

Mechanismus der ARID1A-Inaktivierung  
Der Verlust der Heterozygotie (LOH) ist eine häufige Form der Inaktivierung von Tumorsuppressorge-

nen, wobei eine Haploinsuffizienz mit konsekutiv verminderter Proteinexpression als Erklärungsansatz 

herangezogen wird [96]. Dieser Mechanismus für ARID1A konnte beispielsweise in Pankreastumoren 

gezeigt werden [102].  Als weiterer Erklärungsansatz können Mutationen dienen. In Meningeomen wur-

den ARID1A-Mutationen zunächst in Fallberichten [1,16] und anschließend in größeren Studien unter-

sucht, welche Mutationsfrequenzen von 5,4 % [133] bis 17,3 % [35] zeigen. Gill et al. (2021) legen 

beispielsweise dar, dass eine ARID1A-Mutation mit einem 7,42-fach erhöhten Sterberisiko einhergeht, 

wobei sich eine p.Gln1327del in-frame Deletion in 68,2 % zeigt [35]. Außerdem illustriert die gleiche 

Arbeitsgruppe im Jahr 2022, dass ARID1A-Mutationen signifikant häufiger in rezidivierten Meningeo-

men zu finden und somit prognoserelevant sind [20]. Der Einfluss dieser Mutationen auf die ARID1A-

Expression wurde bisher noch nicht abschließend in Meningeomen untersucht, wobei ein potentieller 

Einfluss auf die Inaktivierung möglich wäre [96]. Als dritter Mechanismus ist denkbar, dass die Hyper-

methylierung des ARID1A-Promotors über H3K27Me3 die ARID1A-Expression beeinflusst [142].  

Beide letzteren Mechanismen – die Mutation oder Hypermethylierung – könnten zusätzliche Erkennt-

nisse liefern, warum manche Tumore ohne LOH 1p niedrige ARID1A-Level im Kern aufweisen oder 

warum Tumore mit LOH 1p noch normal hohe ARID1A-Expressionen haben (siehe Abbildung 20). 

Diese Fragen können mit dieser Arbeit nicht beantwortet werden, so bieten sie allerdings eine große 

Chance für zukünftige Untersuchungen. Festzuhalten bleibt dennoch, dass die Abnahme der ARID1A-

Konzentration im Kern um etwa 27 % bei Meningeomen mit LOH 1p verglichen mit solchen ohne einen 

LOH 1p (vgl. Tabelle 12) auf eine funktionelle Bedeutung in dieser Serie von 61 Meningeomen hindeu-

tet, was letztlich den ersten Mechanismus – die Haploinsuffizienz des ARID1A-Gens – unterstreicht 

(vgl. Abbildung 19, Abbildung 20). Insbesondere wenn man den Verlust der ARID1A-Sonde als einen 

Teil von sechs möglichen Chromosom-1p-Sonden (vgl. Tabelle 5) betrachtet, wird ersichtlich, dass der 

LOH des ARID1A-Mikrosatteliten [12] als einziger in Kern und Gesamt eine signifikante Reduktion der 

ARID1A-Level aufweist, mit jeweils 27 % und 23 %. Im Gegensatz dazu zeigt sich, dass weder der 

LOH des Mikrosatelliten D1S1608 (Bande 1p36.32) noch der LOH von D1S1161 (Bande 1p35.2) in 

irgendeiner Fraktion zu signifikanten Veränderungen der ARID1A-Expressionswerte führen (p > 0,05), 

obwohl beide sehr nah zum ARID1A-Gen (1p36.11) gelegen sind. Dies unterstreicht die Bedeutung des 

ARID1A-Gens und dessen durch LOH induzierte Haploinsuffizienz.   

WHO-Grad, Multifokale Meningeome und Rezidive  
Aspekte die das Tumorzellwachstum beeinflussen und unter dem Aspekt der Malignisierung zusam-

mengefasst werden können, sollen im Folgenden ausführlich analysiert werden.  
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Betrachtet man zunächst den wichtigsten Parameter der Meningeom-Klassifikation – den WHO-Grad 

(siehe Abschnitt 3.1.6) – so zeigen sich zwar Verminderungen der ARID1A-Level in höhergradigen 

Meningeomen, allerdings sind diese nicht statistisch signifikant (siehe Abbildung 21, Abschnitt 5.4.2). 

Dennoch bleibt festzuhalten, dass es eine sukzessive Abnahme der ARID1A-Level von Grad 1 zu den 

WHO-Graden 2 und 3 gibt. Eine möglicherweise zu niedrige Anzahl an WHO-Grad 3 Meningeomen (n 

= 5) könnte eine Erklärung für die fehlende Signifikanz sein, da doch Unterschiede von bis zu 25 % von 

Grad 1 bis 3 in den Medianen der Gruppe Gesamt erkennbar sind. Die Analysen multifokaler und re-

zidivierender Meningeome deuten darauf hin, dass die Verringerung des nukleozytoplasmatischen Pro-

teins ARID1A von großer Bedeutung für die Prognose der Patienten ist (vgl. Tabelle 13, Tabelle 14). 

Die Ergebnisse des ELISAs zeigen eindrücklich, dass multifokale Tumore in der Gruppe Gesamt 56 % 

weniger ARID1A aufweisen als singuläre Läsionen, was nicht nur statistisch signifikant ist (p < 0,05), 

sondern auch von funktioneller Bedeutung sein dürfte (siehe Tabelle 13). Da multifokale Meningeome 

in der Literatur mit einer gleichwertigen Prognose wie solitäre Meningeome beschrieben werden, ist es 

interessant, dass in dieser Analyse fünf von acht multifokalen Meningeomen Rezidive sind (siehe Ta-

belle 4). Daher schließt der Begriff des „multiplen Meningeoms" in dieser Serie eher Rezidive ein, wel-

che in 63 % multifokal aufgetreten sind und diesen formalen Unterschied erklären [7].  

Dennoch handelt es sich bei dieser Subgruppe der Tumore um solche mit sehr niedrigen ARID1A-

Konzentrationen, die für das Verständnis der Rolle von ARID1A in Meningeomen von großem Interesse 

sind. Da in der Gruppe Gesamt rezidivierende Meningeome im Vergleich zu nicht rezidivierenden         

35 % weniger ARID1A aufweisen (p < 0,05), ist von einer funktionellen Auswirkung auszugehen, wel-

che konsekutiv das Outcome der Patienten beeinflussen kann. Dies wäre eine wichtige neue Erkenntnis, 

die auch die jüngsten Forschungen über ARID1A-Mutationen [1,16,20,35,133] und den LOH auf Chro-

mosom 1p unterstützen würde [27,49,53,62,88,130]. Allerdings ist davon auszugehen, dass die drasti-

schen ARID1A-Verringerungen in multifokalen als auch in rezidivierenden Meningeomen, kausal be-

trachtet wesentlich durch den LOH 1p beeinflusst werden können. Um dies zu testen, wird mittels einer 

multivariaten Analyse unter Berücksichtigung von Geschlecht und WHO-Grad (beides nicht signifi-

kante Parameter in der univariaten Analyse) sowie des Rezidivstatus und der Lokalisation (beides sig-

nifikante Parameter in der univariaten Analyse) der Einfluss des LOH 1p auf die ARID1A-Expression 

untersucht. Dabei erweist sich keiner dieser Parameter als signifikant (p > 0,05), auch nicht der LOH 1p 

(vgl. Tabelle 16). Somit kann nicht sicher differenziert werden, ob multifokale und rezidivierende Me-

ningeome aufgrund eines höheren Anteils an LOH 1p Verlusten oder für sich genommene Tumore mit 

niedrigen ARID1A-Konzentrationen sind. Ein weiterer zu diskutierender Aspekt ist der Rezidivstatus, 

wobei anzumerken ist, dass dieser anhand dessen kategorisiert wurde, ob der Tumor als Rezidiv eines 

Primärtumors operiert worden ist. Es erfolgte keine kontrollierte Nachbeobachtung der Nicht-Rezidive 

im Rahmen dieser Arbeit. Dennoch sind die bis dato aufgetretenen Rezidive als wichtiger Parameter 

dieser Analyse zu betrachten und die wertvollen Daten scheinen sinnvoll zur Auswertung, sodass dies 

bezüglich von keinen Einschränkungen ausgegangen wird.  
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Fraktion Variable Schät-
zer 

Standard-
fehler 

95 % Konfiden-
zintervall  

T-
Score 

p-Wert 

Zytosol 

Geschlecht [M] 0,340 0,198 -0,0564 bis 0,737 1,72 0,0912 
WHO-Grad [2] 0,269 0,223 -0,178 bis 0,715 1,21 0,2333 
WHO-Grad [3] -0,148 0,374 -0,898 bis 0,602 0,396 0,6938 
Rezidiv [R] 0,0951 0,254 -0,414 bis 0,605 0,374 0,7096 
Lokalisation [Mu] -0,858 0,306 -1,47 bis -0,245 2,81 0,0070 (**) 
LOH 1p [LOH] -0,151 0,205 -0,562 bis 0,259 0,740 0,4628 

Mem-
bran 

Geschlecht [M] 0,0496 0,214 -0,385 bis 0,484 0,231 0,8183 
WHO-Grad [2] 0,184 0,250 -0,323 bis 0,692 0,737 0,4660 
WHO-Grad [3] -0,343 0,442 -1,24 bis 0,553 0,776 0,4426 
Rezidiv [R] -0,034 0,290 -0,622 bis 0,553 0,118 0,9066 
Lokalisation [Mu] 0,162 0,439 -0,728 bis 1,05 0,369 0,7140 
LOH 1p [LOH] 0,225 0,214 -0,210 bis 0,660 1,05 0,3008 

Frei  
nukleär 

Geschlecht [M] 0,345 0,929 -1,52 bis 2,21 0,372 0,7117 
WHO-Grad [2] -0,813 1,08 -2,98 bis 1,35 0,754 0,4542 
WHO-Grad [3] -0,549 1,72 -3,99 bis 2,89 0,320 0,7500 
Rezidiv [R] -0,705 1,20 -3,12 bis 1,71 0,586 0,5604 
Lokalisation [Mu] -2,17 1,51 -5,20 bis 0,860 1,44 0,1567 
LOH 1p [LOH] -1,60 0,954 -3,52 bis 0,315 1,68 0,0996 

Chroma-
tin 

Geschlecht [M] 0,0378 0,310 -0,583 bis 0,658 0,122 0,9032 
WHO-Grad [2] -0,206 0,349 -0,905 bis 0,493 0,591 0,5569 
WHO-Grad [3] 0,325 0,586 -0,849 bis 1,50 0,555 0,5813 
Rezidiv [R] -0,451 0,398 -1,25 bis 0,346 1,13 0,2616 
Lokalisation [Mu] -0,429 0,478 -1,39 bis 0,530 0,897 0,3738 
LOH 1p [LOH] -0,701 0,320 -1,34 bis -0,0591 2,19 0,0329 (*) 

Chroma-
tin ver-
bessert 

Geschlecht [M] 0,304 0,341 -0,381 bis 0,988 0,891 0,3771 
WHO-Grad [2] -0,466 0,381 -1,23 bis 0,298 1,22 0,2262 
WHO-Grad [3] 0,442 0,635 -0,831 bis 1,72 0,697 0,4891 
Rezidiv [R] -0,741 0,442 -1,63 bis 0,145 1,68 0,0995 
Lokalisation [Mu] -0,169 0,558 -1,29 bis 0,949 0,303 0,7629 
LOH 1p [LOH] -0,464 0,348 -1,16 bis 0,234 1,33 0,1881 

Kern 

Geschlecht [M] 0,368 1,14 -1,92 bis 2,65 0,323 0,7479 
WHO-Grad [2] -1,47 1,28 -4,04 bis 1,11 1,14 0,2584 
WHO-Grad [3] -0,409 2,16 -4,73 bis 3,91 0,190 0,8504 
Rezidiv [R] -0,774 1,46 -3,71 bis 2,16 0,529 0,5993 
Lokalisation [Mu] -2,90 1,76 -6,43 bis 0,628 1,65 0,1051 
LOH 1p [LOH] -1,89 1,18 -4,25 bis 0,475 1,60 0,1150 

Gesamt 

Geschlecht [M] 0,882 1,40 -1,92 bis 3,69 0,630 0,5312 
WHO-Grad [2] -1,21 1,58 -4,38 bis 1,95 0,771 0,4443 
WHO-Grad [3] -0,910 2,65 -6,22 bis 4,40 0,344 0,7325 
Rezidiv [R] -0,819 1,80 -4,43 bis 2,79 0,455 0,6506 
Lokalisation [Mu] -4,22 2,16 -8,56 bis 0,118 1,95 0,0563 
LOH 1p [LOH] -1,77 1,45 -4,67 bis 1,14 1,22 0,2275 

Tabelle 16. Multivariate Analyse des Einflusses auf die ARID1A-Level in 61 Meningeomen.  
Legende: Der Einfluss von fünf Variablen (Geschlecht, WHO-Grad, Rezidiv, Lokalisation, LOH 1p 
Status) auf das ARID1A-Level wird in mehreren subzellulären Lokalisationen analysiert. „Chromatin 
verbessert“ = das in Abbildung 26C beschriebene Modell dient der ARID1A-Berechnung. Variablen: 
„Weiblich“ als Referenz, „Männlich“ [M] als Einflussparameter; WHO-Grad 1 als Referenz, WHO-
Grad 2 [2] und WHO-Grad 3 [3] als Einflussparameter; Kein Rezidiv als Referenz, Rezidiv [R] als 
Einflussparameter; Singulär als Referenz, Multifokal [Mu] als Einflussparameter; Kein LOH 1p als Re-
ferenz, LOH 1p [LOH] als Einflussparameter. Schätzer, Standard-Fehler, 95 % Konfidenzintervall, T-
Score, p-Wert beschreiben die statistische Signifikanz der Parameter, wobei p < 0,05 signifikant (fett).  
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Immunhistochemie  

Die immunhistochemische Färbung von ARID1A in Meningeomzellen mit LOH 1p zeigt sowohl fokale 

Verluste als auch mosaikartige Muster. Ein Verlust von fokalem oder mosaikartigem Muster findet sich 

insgesamt in 18 der 33 analysierten Meningeome mit LOH 1p (vgl. 5.5). Im Kontrast dazu stehen 15 

Meningeome mit immunhistochemisch normal erhaltener ARID1A-Expression. Es besteht kein signifi-

kanter Zusammenhang zwischen dem immunhistochemischen Verlust der ARID1A-Expression, weder 

dem fokalen Verlust noch dem mosaikartigen Muster, und den mit dem ARID1A-ELISA gemessenen 

niedrigeren ARID1A-Konzentrationen (multiple lineare Regression; p > 0,05). Weitergehende Analy-

sen zeigen, dass weder WHO-Grad 2 oder 3 noch Rezidive oder Mehrfachlokalisationen in Meningeo-

men mit immunhistochemisch nachgewiesenen ARID1A-Expressionsverlusten signifikant vermehrt 

auftreten (exakter Test nach Fisher; p > 0,05).  

Außerdem kann gezeigt werden, dass keines der histologischen Merkmale (Mitosen, Ki-67, Progeste-

ronrezeptor-Expression, Small cell change, Sheeting oder Nekrose; vgl. 3.1.6) einen signifikanten Ein-

fluss auf die ARID1A-Expression hat. Es ist allerdings wichtig bei der Interpretation dieser Ergebnisse 

zu beachten, dass es sich bei der Immunhistochemie um eine semiquantitative Methode handelt, im 

Gegensatz zum quantitativen ELISA. Letzterer verwendet Kontrollparameter auf jeder analysierten 

Platte sowie einen definierten dynamischen Bereich und Quantifizierungsgrenzen, die eine objektive 

Messung ermöglichen [118].  

Ein weiterer Aspekt ist, dass der Kontext einer immunhistochemischen Analyse der ARID1A-

Expression in der Patientenkohorte aus deskriptivem Interesse durchgeführt worden ist. Im Vordergrund 

steht zunächst allgemeine Muster in Meningeomen mit einem LOH auf Chromosom 1p zu finden, wes-

halb die in 5.5 gezeigten Ergebnisse wertvolle Erkenntnisse darstellen. Die Diskrepanz zwischen im-

munhistochemischem Verlust und verminderter ARID1A-Expression im ELISA sind prinzipiell auf die 

mangelnde Genauigkeit und Präzision der Immunhistochemie im Vergleich zum ELISA zurückzuführen 

und unterstreichen die Wichtigkeit einer quantitativen Messung [118,124]. Darüber hinaus ist davon 

auszugehen, dass der LOH 1p zu kleinen Unterschieden in der ARID1A-Proteinexpression führt, die im 

ELISA besser zu beurteilen sind als in der Immunhistochemie, da letztere weniger präzise misst und die 

Sensitivität geringer ist [118,124].  

Im Einklang mit anderen Studien kann kein vollständiger Verlust der ARID1A-Expression festgestellt 

werden [1,16]. So fanden Abedalthagafi et al. (2015) beispielsweise fokale Verluste der ARID1A-

Expression in Bereichen eines intraventrikulären Meningeoms, das sowohl einen Single-Copy-Verlust 

von Chromosom 1p als auch eine ARID1A-Frameshift-Mutation aufwies. In Bereichen des Tumors ohne 

diese Veränderungen blieben die immunhistochemischen ARID1A-Signale erhalten [1]. Die Analyse 

eines rezidivierenden Meningeoms durch Bujko et al. (2017) ergibt, dass der Primärtumor sowie das in 

der Arbeit analysierte Rezidiv 2 deutlich reduzierte ARID1A-Signale in der Immunhistochemie aufwei-
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sen und in den Rezidiven 1 und 3 nennenswerte Anteile von Zellen mit positiver Kernfärbung mit eini-

gen negativen Zellen gemischt sind. Ein Muster, was dem in dieser Arbeit beschriebenen mosaikartigen 

Ausfall (vgl. 5.5) entsprechen könnte [16].  

Man könnte auch argumentieren, dass die Wahl des primären Antikörpers und seines Zielepitops das 

Ergebnis der Immunhistochemie stark beeinflusst, da der Antikörper ab182560 (Abcam), Klon 

EPR13501, möglicherweise ARID1A-positive oder -negative Zellen falsch klassifiziert. Dies wurde in 

einer kürzlich veröffentlichten Studie analysiert, wobei die Autoren den in dieser Arbeit verwendeten 

Antikörper als spezifisch bestätigen [54]. Auch die Daten dieser Arbeit unterstützen diese Aussage (vgl. 

5.2.2). 

Um die Ergebnisse in den weiteren Forschungskontext einzuordnen, ist die Arbeit von Urbschat et al. 

(2011) zu erläutern, wobei die Autoren in Meningeomen viele verschiedene Zellklone mit jeweils un-

terschiedlichen molekularen Eigenschaften und unterschiedlicher Relevanz für die Prognose der Patien-

ten differenzieren konnten. Die dabei beschriebene Diversität könnte die in dieser Arbeit beschriebenen 

fokalen oder mosaikartigen Ausfallsmuster erklären [123]. 

6.3 Der Einfluss von ARID1B als ein weiteres potentielles Treibergen 

auf Chromosom 6q27 in Meningeomen 
ARID1A ist ein Mitglied des SWI/SNF-Komplexes, und Kadoch et al. (2013) konnten zeigen, dass 

mehrere Untereinheiten von einem Verlust in einem einzigen Tumor betroffen sein können, eine Kom-

bination, die bis zu 50 % aller Patientenproben in einer Tumorentität betreffen kann [50]. Zudem gibt 

es die Beschreibung eines Modells von Raab et al. (2015), in dem funktionell die Einzelbetrachtungen 

von ARID1A überwiegend aktivierend, ARID1B überwiegend repressiv und ARID2 etwas häufiger 

aktivierend auf die Transkriptionsrate bestimmter Gene wirken. Die Autoren beschreiben auch, dass 

mehrere ARID Proteine Einfluss auf Gene ausüben und daher sowohl kooperativ als auch kompetitiv 

wirken können [91].  

In Meningeomen konnten Weber et al. (1997) erstmals Hinweise für die Häufung eines LOH auf Chro-

mosom 1p in höhergradigen Meningeomen liefern [130]. Ketter et al. (2007) lieferten in der Folge den 

Nachweis, dass der LOH 1p ein früher Mechanismus in der Malignisierung der Meningeom Zellen ist 

und ein erhöhtes Rezidivrisiko des Tumors impliziert [53]. Der chronologisch frühe LOH 22q wird 

gefolgt von 1p und interessanterweise von einem LOH des Chromosoms 6 (vgl. Abbildung 2). Daher 

ist die Erkenntnis einer signifikant verminderten ARID1A-Expression (vgl. Abbildung 19 und Tabelle 

12) in der Gruppe der Meningeome mit LOH 1p ein besonderer Fortschritt durch diese Arbeit. Auch die 

hohe Korrelation mit dem LOH 6q stellt eine Bestätigung der vorher angeführten Publikationen dar 

[53,130]. Insgesamt gibt es dadurch gute Hinweise, dass eine Analyse der beiden Gene ARID1A – 

1p36.11 [121] – und ARID1B – 6q25.3 [121] – mögliche neue Zusammenhänge in Meningeomen mit 

aggressivem Wachstum aufdeckt.  
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Der Verlust von Teilen des Chromosoms 6q scheint auch in den Daten dieser Arbeit chronologisch 

gesehen erst nach dem LOH des Chromosoms 1p aufzutreten, da Patientenproben mit keinem LOH 1p 

nur 1 von 27 Proben einen LOH 6q aufweisen (siehe Abbildung 23E; [53,130]). Allerdings zeigt der 

gemeinsame LOH 1p und 6q keine Assoziationen zu höheren WHO-Graden 2 oder 3 im Vergleich zu 

Meningeomen ohne beide Merkmale (exakter Test nach Fisher; p = 0,4026). Außerdem ist eine Häufung 

des LOH 6q in Rezidiven mit den Daten dieser Arbeit nicht zu erkennen (exakter Test nach Fisher; p = 

0,7618). Weiterhin kann eine Erhöhung der Chromosom 6q Verluste in multifokal auftretenden Menin-

geomen verglichen mit singulären Herden nicht bestätigt werden (exakter Test nach Fisher; p > 0,9999). 

Dennoch geben die Verluste von Teilen des Chromosoms 6q, insbesondere nahe der Sonde D6S281, 

Anlass dazu die exakte Rolle dieser fehlenden DNA-Abschnitte näher zu charakterisieren (vgl. Abbil-

dung 23).  

Betrachtet man den Verlust eines der vier Primer auf Chromosom 6q (D6S281, D6S440, D6S473 und 

D6S1633), so zeigt der exakte Test nach Fisher, dass dieser Verlust hoch mit dem LOH 1p korreliert ist 

(p < 0,0001, Abbildung 23F). Der einzelne Verlust der Mikrosatteliten D6S440 oder D6S281 zeigt sich 

als signifikant vermehrt in Meningeomen mit zusätzlichem LOH 1p (siehe Abb. Abbildung 23B, E). 

D6S281 befindet sich in unmittelbarer Nähe des PHF10-Gens, eines Tumorsuppressorgens und einer 

weiteren Untereinheit des SWI/SNF-Komplexes [4]. Da die vier Primer im ARID1B-Gen in der PCR 

keine verwertbaren Ergebnisse liefern, wird die Sonde D6S1633 zur Analyse herangezogen. Diese 

zeichnet sich durch ihre Nähe zum ARID1B-Gen aus. Diese Sonde verfehlt interessanterweise mit einem 

p-Wert von 0,054 sehr knapp das Signifikanzniveau von p < 0,05, wenn man eine erhöhte Korrelation 

zwischen der LOH von D6S1633 und der LOH 1p analysiert (exakter Test nach Fisher; Abbildung 23D). 

Abschließend kann daher ARID1B als potentielles Treibergen in Meningeomen mit diesen Daten weder 

bestätigt noch ausgeschlossen werden.  

6.4 Ausblick 
ARID1A wurde bereits von Linsler et al. (2014) und Katrin Bartelmei (2021) als Tumorsuppressorgen 

vorgestellt, das im Rahmen eines LOH des Chromosoms 1p inaktiviert werden könnte [12,62]. Mit die-

ser Arbeit kann die zu Beginn aufgestellte Hypothese bestätigt werden (vgl. Abbildung 6) und es sollte 

in folgenden Studien evaluiert werden, ob neben weiteren diagnostischen Möglichkeiten auch therapeu-

tische Ansatzpunkte mit diesem Wissen eingeleitet werden können.  

Insgesamt weisen 20,8 % der untersuchten Meningeome (n = 255) in einer Studie von Gill et al. (2021) 

Veränderungen in Genen des Chromatin Remodeling Komplexes auf [35]. Da sowohl die TERT-

Promotor-Mutation als auch die homozygote Deletion von CDKN2A/B in die Meningeom-Klassifika-

tion integriert wurden [64] und Mitglieder des SWI/SNF-Komplexes bei einigen Meningeom-Subtypen 

wie SMARCA4 (intraventrikuläre Meningeome des WHO-Grades 2 [49]), SMARCE1 (klarzelliger Sub-

typ, macht 0,2-0,8 % aller Meningeome aus und es wurde gezeigt, dass SMARCE1 Mutationen oder ein 

LOH des Allels pathognomonisch sind [111]), BAP1 (rhabdoider Subtyp [104]), PBRM1 (papillärer 
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Subtyp [134]) und SMARCB1 (NF2-mutierter Subtyp [64]) eine hohe Mutationshäufigkeit aufweisen, 

ist zu diskutieren, dass der LOH auf Chromosom 1p, einschließlich des ARID1A-Gens, und/oder eine 

ARID1A-Mutation mit nachfolgend verringerten ARID1A-Spiegeln im Mittelpunkt weiterer Forschung 

stehen sollten. Außerdem ist aufgrund der dargestellten Zusammenhänge eine Integration des LOH 1p 

als zentraler Bestandteil einer neuen WHO-Klassifikation von Meningeomen zu erwägen.  

Die ARID1A-Mutationen stellen beispielsweise einen weiteren Inaktivierungsweg für ARID1A dar, so 

beschreiben etwa Gill et al. (2021) ein 7,4-fach erhöhtes Risiko für den Tod bei einer Mutation im Me-

ningeom eines Patienten [35], weshalb der genaue Interaktionsweg zwischen Mutation und LOH zu-

künftig ein großes Forschungspotential birgt. Insbesondere da ARID1A-Mutationen bei primären Me-

ningeomen ein 7,3-fach erhöhtes Rezidivrisiko besitzen [20].  

In der Interaktion mit anderen Signalwegen (Tabelle 3) ergeben sich auch weitere Forschungsprojekte 

der Zukunft. So wurde etwa ein schnell wachsendes kraniales Meningeom mit einem Verlust von den 

Untereinheiten des SWI/SNF Komplexes, ARID1A und SMARCE1, und einen Gewinn von SUZ12 und 

EZH1, Komponenten des Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2), beschrieben, das die vielfältigen 

Auswirkungen eines ARID1A-Expressionsverlustes darlegt [87]. Harmancy et al. (2017) konnten zei-

gen, dass atypische Meningeome häufiger einen hypermethylierten Phänotyp und erhöhte H3K27Me-

Werte aufweisen, die durch einen hochregulierten PRC2 und dessen katalytische Untereinheit EZH2 

erklärt werden [41], was sich etwa durch eine ARID1A-Inaktivierung erklären ließe (siehe Tabelle 3). 

Da ARID1A an anderen Signalwegen wie AKT, DNA-Reparatur, TERT, HDAC, PD-L1 und der Zell-

zyklusregulation beteiligt ist [71], wäre es interessant zu sehen, ob es Wechselwirkungen mit der ge-

störten ARID1A-Signalübertragung bei Meningeomen gibt und wie sie das Tumorwachstum beeinflus-

sen, insbesondere bei höhergradigen Tumoren (vgl. Tabelle 3).  

ARID1B scheint, sowie auch das PHF10 Gen, aus funktioneller Sichtweise ein interessantes For-

schungsfeld in der Zukunft zu sein, da beide Proteine Untereinheiten des Chromatin Remodeling Kom-

plexes sind (siehe Abschnitt 3.3.4 und 3.3.5). Aufgrund der Erkenntnisse von Pérez-Magán et al. (2010) 

über Meningeome, dass sich die meisten der unterschiedlich exprimierten Gene in ihrer Serie (n = 104) 

auf den Chromosomen 1p, 6q und 14q befanden und zusätzlich in Rezidiven unterexprimiert sind [88], 

hat die Kombination von LOH sowie Mutation von ARID1A und/oder ARID1B und/oder zusätzlichen 

Mitgliedern des SWI/SNF-Komplexes (d. h. PHF10 auf 6q, DPF3 auf 14q) das Potenzial, das derzeitige 

Verständnis der Meningeom-Entstehung drastisch zu erweitern [25]. Eine größere Kohorte könnte daher 

neue Aufschlüsse liefern und es sollten in Zukunft vermehrt unterschiedliche Mitglieder des SWI/SNF-

Komplexes in LOH- oder Mutationsanalysen einbezogen werden, um die Fehlfunktion des Chromatin 

Remodeling Komplexes in Meningeomen detaillierter beurteilen zu können [50,92,103,127].  

Zhang et al. (2014) haben in zwei von neun (22 %) anaplastischen Meningeomen ARID1B-Mutationen 

gefunden, denen sie eine mögliche Relevanz für die Prognose zuschreiben: p.R1977Q und p.A1720T 

[143]. Außerdem wurden in 32 WHO-Grad 1 Meningeomen ARID1B Mutationen mit einer Frequenz 

von 3 % gefunden [37]. Weitere Daten zu ARID1B-Mutationen in Meningeomen fehlen. 
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Der weiterhin starke Hinweis durch Wang et al. (2020) auf das maligne Potenzial bei der Tumorentste-

hung durch den doppelten Knockout von ARID1A und ARID1B gibt außerdem Anlass diese spezielle 

Verknüpfung genauer zu untersuchen [127]. Die Erkenntnis, dass der LOH 6q am häufigsten in der 

Sonde D6S281 zu finden ist, könnte sehr hilfreich zur Detektion weiterer Treibergene in Meningeomen 

neben ARID1A sein [1,16,20,35,133]. Da sich im ARID1B-Gen Mutationen in der in BAF250_C Region 

häufen [108], die bekannt ist für die Vernetzung von ARID1A oder ARID1B mit anderen Signalwegen 

(siehe Abbildung 5, vgl. 3.3.1), könnten sich auch hier – analog zu ARID1A – neue Verknüpfungen mit 

anderen SWI/SNF Komplex Untereinheiten ergeben, die sicherlich ein spannendes Forschungsfeld bie-

ten und in Meningeomen einen großen Einfluss haben können.  
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8 Anhang 

8.1 Materialienliste  
Lösung, Chemikalie Artikelnummer, Firma 
Amersham ECL Hyperfilms  28-9068-37, VWR, Darmstadt, Germany 
Amersham™ ECL Select ™ Western blotting 
detection reagent 

RPN2235, VWR, Germany 

AnykD-SDS-PAGE gels TRIS-glycine buffer 
system 

4569033, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
USA 

Bromophenolblau ACRO403150250, VWR, Germany  
ß-Mercaptoethanol A1108,0100, PanReac by AppliChem, Darm-

stadt, Germany 
Coverplates Shandon Coverplate, 72110017, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA 
DAB Puffer, DAB Substrat  Dako REAL EnVision Detection System, 

K5007, Agilent/ Dako, Santa Clara, CA, USA 
Dako REAL Antibody Diluent S2011, Agilent/ Dako, USA 
Deckgläser Glasdicke 0,13 – 0,16 mm, R. Langenbrinck 

GmbH, Emmendingen, Germany 
Destaining solution (Entfärbelösung) 3037.01, SERVA, Heidelberg, Germany 
Entellan Merck, Darmstadt, Germany 
Ethanol (99 %) K928.4, Carl Roth, Karlsruhe, Germany 
Filterpapier/ Whatman Gel Blot Paper GB003, 10426892, GE Healthcare Life Sci-

ences, Buckinghamshire, UK 
Filterspitzen in 10, 100, 200, 1000 µl Fassungsvermögen 
FlashGel DNA Kassette, 1.2 % Agarose, 16+1, 
zweizeilig 

857029, Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, 
Germany 

Glasobjektträger SuperFrost Plus, 030060, R. Langenbrinck 
GmbH, Emmendingen, Germany 

Glycin 3790.2, Carl Roth, Germany 
Größenmarker DNA-Gelelektrophorese (Flash 
Gel) 

FlashGel™DNA marker 50 bp –1.5 kB, 57033, 
Lonza Rockland, Rockland, ME, USA 

Größenmarker DNA-Gelelektrophorese (Sprea-
dex-Gel) 

GelPilot 100 bp Ladder (100), Qiagen, Hilden, 
Germany 

Größenmarker Elektrophorese Western blot 161-0394, Bio-Rad Laboratories, USA 
HotStarTaq Master Mix 203445, Qiagen, Germany 
H2SO4 Schwefelsäure 258105, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA 
LDS Sample Buffer (4x) NP0007, Thermo Fisher Scientific, USA 
Mayer’s Hämalaunlösung Merck, Germany 
Methanol Merck, Germany 
Mikroreaktionsgefäße in 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml und 5 ml Volumen 
Na2CO3 106386, Merck, Germany 
NaHCO3 106323, Merck, Germany 
Nitrocellulosemembran, 0,2 µm 1620112, Bio-Rad Laboratories, USA 
NUNC MaxiSorp  750-0083, VWR, Germany 
OPD (o-Phenylendiamin) 34006, Thermo Fisher Scientific, USA 
Paraplast Plus  502004, McCormicks Scientific, St. Louis, USA 
Phosphate-buffered saline pH 7,4 (PBS)  A9177.0100, VWR, Germany 
Pierce bicinchoninic acid (BCA) assay kit 23225, Thermo Fisher Scientific, USA 
Precellys Ceramic tubes 10144-496, VWR, Germany 
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Probenpuffer LOH Sample Loading Buffer (5x), 30 34, abc biopply, 
Solothurn, Switzerland 

RNase-free Water 129112, Qiagen, Germany 
Röntgen-Fixierlösung  65282194, Heraeus Kulzer, Wehrheim, Ger-

many 
Röntgen-Entwicklungslösung  65282259, Heraeus Kulzer, Germany 
Salzsäure 25 % X897.2, Carl Roth, Germany 
Spreadex EL 800 Wide Mini S-2x25 191002, AL-Diagnostic, Amstetten, Austria 
Stable Peroxide Substrate Buffer  34062, Thermo Fisher Scientific, USA 
Subcellular Protein Fractionation Kit for Tissues 87790, Thermo Fisher Scientific, USA 
SYBR Gold nucleic acid gel stain S11494, Thermo Fischer Scientific, USA 
TAE-Puffer 42548.01, SERVA, Germany 
Target Retrieval Solution, pH 6,1 S1699, Agilent/ Dako, Santa Clara, USA 
Trichloressigsäure  1.00807.1000, Merck, Germany 
Trispuffer, TRIZMA Base T1503, Sigma-Aldrich, USA 
Tropix I-Block/ Casein I-Block, T2015, Thermo Fisher Scientific, USA 
Tween-20, Polysorbatum 20 43316534, Caesar & Loretz, Hilden, Germany 
Wasserstoffperoxid Otto Fischar, Saarbrücken, Germany 
Xylol Otto Fischar, Germany 
Zentrifugenröhrchen in 10 ml und 15 ml Volumen 

Tabelle 17. Materialienliste. 
 

8.2 Puffer und Lösungen 
BSA 5 % in TBS 

• Pro 100 ml Aqua dest. 5 g BSA (5 %), 20 mg (NaN3) (0,2 mg/ml), 1,21 g TRIS pH 7,8 (100 
mM) und 0,87 g NaCl (150mM) abwiegen und unter Rühren bei 50 °C lösen 

Coating Puffer – Carbonat Puffer 50 mmol/l pH 9,0 
• 0,37 g Na2CO3 und 0,75 g NaHCO3 in 250 ml Aqua dest. lösen 
• Einstellung des pH-Wertes mit Hilfe des pH-Meters  

Casein 0,2 % PBST 0,0 5% – Blocking Puffer  
• Eine Tablette PBS pH 7,4 (A9177.0100, VWR) wird unter ständigem Rühren in 200 ml Aqua 

dest. gelöst  
• 400 mg I-Block (Casein) dazu und unter Rühren bei 50 °C lösen 
• Pro 200 ml werden 100 µl (0,05 %) Tween-20 pipettiert 

H2SO4 2,5m 
• 1404 µl H2SO4 (Reinheit: 95-98 %) werden mit Aqua dest. auf 10 ml aufgefüllt  

Hot-Star MasterMix (12 Ansätze) 
• 150 µl Hot-Star-Taq Master Mix (2X) 
• 122,4 µl RNase-freies Wasser 

3X Laemmli-Probenpuffer 
• 150 mM Tris, 30 % glycin (v/v), 15 % β-mercaptoethanol (v/v), 0,03 % Bromphenolblau (w/v), 

6 % SDS (w/v), pH 6,8 
Laufpuffer 

• 25 mM Tris, 192 mM glycin, 1 % SDS (w/v), pH 8,4 
OPD (5mg/10ml) 

• 9 ml Aqua dest. mit 1 ml Stable Peroxide Substrate Buffer (Thermo Scientific) mischen 
• 1 Tablette (5 mg) OPD (O-phenylenediamin dihydrochlorid) dazu  

PBS (pH 7,4) 
• Eine Tablette PBS pH 7,4 (VWR) wird unter ständigem Rühren in 200 ml Aqua dest. gelöst  

PBST 0,1 % 
• Eine Tablette PBS pH 7,4 (VWR) wird unter ständigem Rühren in 200 ml Aqua dest. gelöst  
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• Anschließend 200 µl (0,1 %) Tween-20 dazu pipettieren  

10x TBST  
• 50 ml 1M Tris HCl, pH 7,8 mit 100 ml 5M NaCl 
• 2,5 ml 100 % Tween 20 und auffüllen der Lösung auf 500 ml mit Aqua dest. 

Inhalte des „Subcellular Protein Fractionation Kit for Tissues” (Thermo Fisher Scientific) 
• Cytoplasmic Extraction Buffer (CEB) for Tissues 
• Membrane Extraction Buffer (MEB) for Tissues 
• Nuclear Extraction Buffer (NEB) for Tissues 
• Micrococcal Nuclease (MNase), ≥ 100 units/µl 
• Calcium Chloride (CaCl2), 100 mM 
• Halt Protease Inhibitor Cocktail, 100X 
• Pierce Tissue strainer, 250 µm 

8.3 Geräte und Software 
Gerät Firma, Artikelnummer 
Dampfgarer HD9140/91, Koninklijke Philips N.V, Amster-

dam, Netherlands  
Durchlichtmikroskop BH-2, Olympus, Japan 
Einbettautomat 68910051, Shandon, Runcorn, UK 
Elektrophoresekammer Western blot Mini-Protean Tetra System, Bio-Rad Laborato-

ries, Inc., Hercules, CA, USA 
EOS Utility 2 Canon Inc., Tokio, Japan 
Externe Lichtquelle für IHC LED-DC Regelnetzgerät, BW-Optik, Aschen-

dorf, Germany 
FlashGel Camera Pack, FlashGel Doc + Kamera 857065, Biozym Scientific 
FLUOstar Omega Microplate Reader BMG LABTECH, Ortenberg, Germany 
GraphPad Prism (version 10.2.0 for Mac) GraphPad Software, La Jolla, CA, USA 
Kühlplatte „Blue Cooler“ RWW Medizintechnik, Hallerndorf, Germany 
Laufkammer LOH Elchrom Scientific AG, Zug, Switzerland 
Leica Application Suite (LAS) Version 3.8 Leica Microsysteme, Wetzlar, Germany 
Manual Mikrotom RM2035 12190861, Leica Mikrosysteme, Germany 
MARS Data Analysis Software BMG LABTECH, Ortenberg, Germany 
Mastercycler MC nexus X2 6337FR013445, Eppendorf Vertrieb Deutsch-

land GmbH  
Microsoft Excel 2021 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA 
Minilys Homogenisator 432-0274, VWR, Germany 
pH-Meter pH 1100 L, VWR, Germany 
Präzisionswaage ENTRIS6202-1S, Sartorius Corporate Admin-

istration GmbH, Göttingen, Germany 
Schüttler Duomax 1030, Heidolph Instruments 
ThermoMixer C Katalog-Nr. 5382000015, Eppendorf AG, Ham-

burg, Germany 
UV-Licht-Kammer DIAS-Ⅲ, SERVA Electrophoresis GmbH, Hei-

delberg, Germany 
Wärmeschrank 56 °C T 6, Heraeus Instruments, Hanau, Germany 
Wärmeschrank 80 °C T 12, Heraeus Instruments, Germany 
Wet Blot Mini-Protean Tetra System, Bio-Rad Laborato-

ries, USA 
Zentrifuge Eppendorf, ungekühlt Centrifuge MiniSpin, Katalog-Nr. 5452000010, 

Eppendorf AG, Hamburg, Germany 
Zentrifuge  Hettich 8S 

Tabelle 18. Geräte und Software. 
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8.4 Supplementäre Bilder 

 
Abbildung 28. Originale, nicht beschnittene und nicht angepasste Western blot Membranen mit Densi-
tometermesswerten/Intensitätsverhältnis jeder Bande.  
Legende: Die Western blot Analyse wurde wie in 4.5 beschrieben durchgeführt. Ein Molekulargewichts-
marker (MW) wurde verwendet, um die resultierenden Bandenhöhen zu schätzen. Die densitometrische 
Analyse wurde mit ImageJ durchgeführt, und die Daten sind in der Tabelle unter jedem Bild aufgeführt 
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[24]; (A) Originalbild der in Abbildung 10B gezeigten Membran. Die densitometrische Analyse wurde 
bei etwa 37 kDa (grauer Pfeil) durchgeführt, wo das ARID1A-Fragment (37,84 kDa) erwartet wird. Es 
ist eine sigmoidale Kurve zu erwarten, da die Spuren 1-8 zunehmende ARID1A-Mengen enthalten, wie 
in Abbildung 10B gezeigt. (B) Originalbild der in Abbildung 13C gezeigten Membran. Die densitomet-
rische Analyse wurde bei etwa 37 kDa (grauer Pfeil) und 18 kDa (grüner Pfeil) durchgeführt. Die Inku-
bation des ARID1A-Fragments für 0 h, 1 h, 2 h, 5 h und 24 h bei 4 °C ist durch T0, T1, T2, T5 bzw. 
T24 gekennzeichnet; (C) Originalbild der in Abbildung 11D (linke Seite dieses Bildes) und Abbildung 
10C (rechte Seite dieses Bildes) gezeigten Membran. Für die Analyse von ARID1A-Knockout (KO) und 
Wildtyp (WT) wurde ab257250 (Abcam, UK) verwendet. F1 ist ein ARID1A-Fragment, das auf eine 
Konzentration von 5 ng/ml verdünnt wurde, während F2 10 ng/ml beherbergt. In diesem Bild wurde nur 
ab182560 als primärer Antikörper verwendet; (D) Membran wie in (C), allerdings alpha-Tubulin Nach-
weis für Densitometrie ergänzt. Die Densitometrie-Analyse wurde bei etwa 242 kDa (schwarzer Pfeil), 
wo ARID1A in voller Länge erwartet wird, und 50 kDa (blauer Pfeil), wo alpha-Tubulin erwartet wird, 
durchgeführt. Als primäre Antikörper wurden ab182560 (Abcam, UK) gegen ARID1A und ab7291 
(Abcam, UK) gegen alpha-Tubulin verwendet. Das Intensitätsverhältnis wurde durch die densitometri-
sche Analyse von ARID1A dividiert durch die densitometrische Analyse von alpha-Tubulin berechnet; 
(E) Originalbild der in Abbildung 11B und Abbildung 11F gezeigten Membran. Für die Analyse von 
ARID1A-Knockout (KO) und Wildtyp (WT) wurde ab278824 verwendet. In diesem Bild wurde nur 
ab182560 als primärer Antikörper verwendet. Eine Bande bei fast 16,8 kDa im Vergleich zu einem 
Molekulargewichtsmarker (rechte Spur), die dem vorhergesagten Gewicht von MNase entspricht, ist 
nur in den Chromatinfraktionen vorhanden und auch in (D) und (F) zu sehen (roter Pfeil); (F) Wie oben 
in (D) beschrieben, wurden auf dieser Membran im Gegensatz zu (E) primäre Antikörper gegen 
ARID1A sowie alpha-Tubulin verwendet, um eine densitometrische Analyse durchzuführen. 
 

8.5 Probenmaterial/Ergebnistabellen 
 1 2 3 4 5 

R2 0,989 0,999 0,994 0,992 0,994 
Modell 5PL (1/Y2);    

Top = 3,5 
5PL (1/Y2);    
Top = 3,5 

5PL (1/Y2);    
Top = frei 

5PL (1/Y2);    
Top = 3,5 

5PL (1/Y2);    
Top = 3,5 

50 3,089 3,137 3,388 k.A. 3,252 k.A. 3,328 3,198 3,234 3,237 
25 1,724 1,855 1,576 1,703 2,554 2,545 2,404 2,379 2,264 2,334 

12,5 0,868 0,822 0,712 0,731 0,97 1,023 0,858 0,833 0,838 0,813 
6,25 0,221 0,227 0,251 0,247 0,338 0,325 0,299 0,275 0,304 0,274 
3,13 0,114 0,109 0,108 0,089 0,163 0,162 0,147 0,144 0,153 0,141 
1,56 0,045 0,04 0,039 0,029 0,069 0,053 0,063 0,049 0,045 0,044 
0,78 0,012 0,011 k.A. 0,009 0,012 0,012 0,016 0,012 0,008 0,005 
0,39 0,004 0,003 k.A. k.A. 0,006 0,006 0,005 0,009 0,002 0,002 

Tabelle 19. Standards 1-5. 
Legende: Angegeben sind die Blank-korrigierten Einzelmesswerte in der Einheit der optischen Dichte 
(OD) der Standards des ARID1A-Fragments (Abnova). Die Messung erfolgt in Duplikaten. Die Kon-
zentrationen der Standards sind in der ersten Spalte angegeben, wobei der Übersicht halber in der Ta-
belle auf die Angabe der Konzentrationseinheit verzichtet wird: 50 ng/ml, 25 ng/ml, 12,5 ng/ml, 6,25 
ng/ml, 3,13 ng/ml, 1,56 ng/ml, 0,78 ng/ml, 0,39 ng/ml. Der R2-Wert wird für das EP-Modell angege-
ben. Das Modell beschreibt die angewendete Berechnungsmethode im EP-Modell, wobei immer eine 
5-paramater logistic (5PL) zur Anwendung kommt. Näheres kann Kapitel 4.3.5 entnommen werden. 
Werte außerhalb der Messspanne werden mit „k.A.“ angegeben. 
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 6 7 8 9 10 11 
R2 0,985 0,999 0,996 0,992 0,994 0,995 

Modell 5PL (1/Y2); 
Top = frei 

5PL (1/Y2); 
Top = frei 

5PL (1/Y2); 
Top = frei 

5PL (1/Y2); 
Top = frei 

5PL (1/Y2); 
Top = frei 

5PL (1/Y2); 
Top = frei 

50       3,342 3,303 3,233 3,174 3,256 3,272 
25 1,942 2,079 2,008 2,063 1,991 2,011 2,38 2,459 2,255 2,242 2,318 2,069 
15 1,308 1,152 1,158 1,128 1,186 1,081 1,316 1,345 1,144 1,177 1,135 1,097 
9 0,636 0,616 0,585 0,603 0,569 0,487 0,484 0,571 0,472 0,422 0,467 0,444 

5,4 0,23 0,239 0,261 0,255 0,236 0,201 0,234 0,244 0,212 0,218 0,216 0,19 
2,7 0,082 0,079 0,075 0,091 0,088 0,082 0,112 0,115 0,093 0,096 0,099 0,087 
1,62 0,042 0,031 0,04 0,033 0,04 0,037 0,034 0,036 0,034 0,036 0,035 0,031 
0,81 0,015 k.A. 0,013 0,01 0,011 0,009 0,015 0,014 0,011 0,018 0,013 0,011 
0,405 0,003 k.A. 0,004 0,002 0,004 0,01       

Tabelle 20. Standards 6-11. 
Legende: Angegeben sind die Blank-korrigierten Einzelmesswerte in der Einheit der optischen Dichte 
(OD) der Standards des ARID1A-Fragments (Abnova). Die Messung erfolgt in Duplikaten. Die Kon-
zentrationen der Standards sind in der ersten Spalte angegeben, wobei der Übersicht halber in der Ta-
belle auf die Angabe der Konzentrationseinheit verzichtet wird: 50 ng/ml, 25 ng/ml, 15 ng/ml, 9 
ng/ml, 5,4 ng/ml, 2,7 ng/ml, 1,62 ng/ml, 0,81 ng/ml, 0,405 ng/ml. Der R2-Wert wird für das EP-
Modell angegeben. Das Modell beschreibt die angewendete Berechnungsmethode im EP-Modell, wo-
bei immer eine 5-paramater logistic (5PL) zur Anwendung kommt. Näheres kann Kapitel 4.3.5 ent-
nommen werden. Es wurde versucht möglichst viele unterschiedliche Standards zu testen, sodass die 
Robustheit des AE-Modells steigt. Werte außerhalb der Messspanne werden mit „k.A.“ angegeben. 
Leere Felder bedeuten, dass in diesem Versuch keine Standards in dieser Konzentration analysiert 
wurden. 
 
 

Nr. Zytosol  
(ng/ml) 

Membran 
(ng/ml) 

Frei nukleär 
(ng/ml) 

Chromatin 
(ng/ml) 

Bemerkung 

1 

3,56 0,938 9,81 4,841 

G 
2,692  10,636 3,114 
2,489  10,085 3,06 
2,827  11,162 3,362 
2,026  7,357 3,06 

2 0,473 1,835 0,415 3,41 G   k.A. 2,666 

3 2,977 2,456 9,772 2,998 A 2,678 3,511 8,055 2,631 

5 1,557 k.A. 1,182 0,828 A 1,343 0,852 1,225 1,92 

8 2,896 1,377 8,805 4,689 G 2,571 1,377 10,711 4,155 

10 2,289 2,229 1,765 2,41 G    2,375 

17 1,193 k.A. 1,506 3,104 G   1,095 2,655 

22 1,477 k.A. 0,623 1,448 G 1,394  0,623 1,448 

32 1,821 k.A. 4,524 3,038 A 1,904 k.A. 2,279 2,518 

33 0,293 k.A. 0,773 1,535 G 0,511  0,511  
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37 

2,13 0,976 11,855 7,218 

G 
1,669  11,248 5,602 
1,641  11,47 5,474 
1,566  11,941 5,62 
1,723  8,771 4,979 

39 
1,599 k.A. k.A. 3,463 

G 0,717  0,431 1,733 
0,527  k.A. 3,342 

40 

2,404 1,006 11,112 5,234 

G 
1,854  7,837 4,127 
1,842  8,247 4,073 
1,866  8,668 4,292 
2,026  7,136 3,711 

44 2,193 2,624 10,892 3,954 G 1,848 2,624 12,812 3,862 

45 1,778 0,972 7,749 2,74 G 1,778 0,972 7,749 3,557 

46 2,064 1,031 9,176 6,659 G 2,298 1,031 9,328 6,137 

48 0,876 k.A. 0,405 2,499 G   k.A. 2,114 

50 
1,775 k.A. 6,778 3,043 G k.A. k.A. 7,319  
2,346 1,028 10,606 2,82 A 

51 2,41 1,057 7,378 4,702 A 1,258 k.A. 2,49 2,699 

55 1,365 k.A. 1,292 2,766 G 1,365  0,723 2,8 

56 2,022 0,484 6,527 5,519 A 2,728 1,496 8,526 4,222 

61 1,642 k.A. 8,356 3,815 G   8,303 4,137 

X1 3,951 3,335 14,062 9,864 G 3,289  23,151 6,572 
Tabelle 21. Validierung ELISA. 
Legende: „G“ = Gleiches Lysat; „A“ = Anderes Lysat; „X1“ = Tumor, der nicht in die Patientenko-
horte aufgenommen wurde, aber in der Validierung mitanalysiert wurde. Werte außerhalb der Mess-
spanne werden mit „k.A.“ angegeben. Leere Felder bedeuten, dass in diesem Versuch keine Standards 
in dieser Konzentration analysiert wurden. 
 

Nr. Zytosol 
(ng/ml) 

Membran 
(ng/ml) 

Frei nukleär 
(ng/ml) 

Chromatin 
(ng/ml) 

Kern 
(ng/ml) 

Gesamt 
(ng/ml) 

1 3,56 0,938 9,81 4,841 14,651 19,149 
2 0,473 1,835 k.A. 2,666 2,666 4,974 
3 2,977 2,456 9,772 2,998 12,77 18,203 
4 1,054 1 2,893 2,117 5,01 7,064 
5 1,557 k.A. 1,182 0,828 2,01 3,567 
6 2,532 1,238 7,259 5,289 12,548 16,318 
7 0,926 k.A. 0,628 1,995 2,623 3,549 
8 2,571 1,377 10,711 4,155 14,866 18,814 
9 1,825 k.A. 1,941 1,81 3,751 5,576 
10 2,289 2,229 1,765 2,375 4,14 8,658 
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11 1,838 2,559 11,862 2,94 14,802 19,199 
12 2,104 1,567 5,194 2,103 7,297 10,968 
13 1,738 1,028 2,729 2,813 5,542 8,308 
14 1,33 k.A. 2,779 2,826 5,605 6,935 
15 1,282 k.A. 1,787 2,224 4,011 5,293 
16 2,73 0,483 2,113 2,747 4,86 8,073 
17 1,193 k.A. 1,506 3,104 4,61 5,803 
18 2,261 1,955 9,494 2,794 12,288 16,504 
19 1,602 1,308 5,209 3,282 8,491 11,401 
20 1,21 0,53 2,795 3,497 6,292 8,032 
21 2,712 2,347 7,475 3,673 11,148 16,207 
22 2,208 0,972 3,651 3,472 7,123 10,303 
23 1,886 0,832 2,226 2,184 4,41 7,128 
24 2,31 0,912 4,411 3,014 7,425 10,647 
25 1,766 k.A. 1,473 2,162 3,635 5,401 
26 1,394 k.A. 0,623 1,448 2,071 3,465 
27 1,425 0,411 0,835 2,702 3,537 5,373 
28 1,862 0,798 4,169 3,451 7,62 10,28 
29 2,226 0,861 8,482 4,365 12,847 15,934 
30 3,092 1,992 9,375 3,05 12,425 17,509 
31 2,992 1,997 7,857 3,844 11,701 16,69 
32 1,821 k.A. 4,524 3,038 7,562 9,383 
33 0,511 k.A. 0,511 1,535 2,046 2,557 
34 2,108 k.A. 5,079 3,999 9,078 11,186 
35 3,126 1,125 6,47 2,451 8,921 13,172 
36 1,524 k.A. 1,342 1,367 2,709 4,233 
37 2,13 0,976 11,855 7,218 19,073 22,179 
38 2,306 0,856 1,545 2,716 4,261 7,423 
39 1,599 k.A. k.A. 3,342 3,342 4,941 
40 2,404 1,006 11,112 5,234 16,346 19,756 
41 1,593 0,973 4,47 3,238 7,708 10,274 
42 1,328 k.A. 2,964 4,337 7,301 8,629 
43 1,845 k.A. 2,032 3,251 5,283 7,128 
44 2,193 2,624 10,892 3,954 14,846 19,663 
45 1,778 0,972 7,749 3,557 11,306 14,056 
46 2,064 1,031 9,176 6,659 15,835 18,93 
47 2,73 1,001 9,053 4,51 13,563 17,294 
48 0,876 k.A. k.A. 2,114 2,114 2,99 
49 4,144 2,686 4,48 2,518 6,998 13,828 
50 2,346 1,028 10,606 2,82 13,426 16,8 
51 2,41 1,057 7,378 4,702 12,08 15,547 
52 2,311 0,522 6,289 2,901 9,19 12,023 
53 1,989 0,445 6,984 3,398 10,382 12,816 
54 3,742 1,476 5,146 4,725 9,871 15,089 
55 1,365 k.A. 0,723 2,8 3,523 4,888 
56 2,022 0,484 6,527 5,519 12,046 14,552 
57 3,478 1,104 6,429 3,541 9,97 14,552 
58 3,972 1,707 11,131 2,705 13,836 19,515 
59 2,76 1,288 7,896 3,048 10,944 14,992 
60 2,329 0,88 6,612 2,478 9,09 12,299 
61 1,642 k.A. 8,303 4,137 12,44 14,082 

Tabelle 22. Patientenliste ARID1A-Level ELISA. 
Legende: Werte außerhalb der Messspanne werden mit „k.A.“ angegeben. 
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Nr. D6S473 D6S440 D6S281 D6S1633 
1 / / / / 
2 / / / / 
3 - LOH LOH NA 
4 LOH LOH LOH LOH 
5 - - - - 
6 NA NA NA LOH 
7 - NA - NA 
8 NA NA LOH NA 
9 LOH - LOH NA 
10 - - NA - 
11 - - - - 
12 - LOH - - 
13 NA LOH NA NA 
14 - - - - 
15 - - - - 
16 - LOH LOH - 
17 - NA LOH - 
18 NA NA - - 
19 NA NA LOH - 
20 - LOH LOH LOH 
21 - - LOH - 
22 - NA LOH - 
23 NA NA LOH - 
24 - - LOH - 
25 - NA LOH - 
26 - - - LOH 
27 - NA - - 
28 NA LOH - LOH 
29 - NA - - 
30 - LOH LOH - 
31 - NA LOH - 
32 - - - - 
33 - NA - - 
34 - - LOH - 
35 - NA - - 
36 - NA - NA 
37 - - - - 
38 - - - - 
39 - - - - 
40 - NA - NA 
41 - LOH - - 
42 - - - - 
43 - - - - 
44 - - - - 
45 - LOH - - 
46 - - - - 
47 - - - - 
48 - - - - 
49 - - - - 
50 NA NA - NA 
51 - - - - 
52 - - NA NA 
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53 - - - - 
54 - - - - 
55 - - - - 
56 - - - - 
57 - - - - 
58 - - - - 
59 - - - - 
60 - - - - 
61 - NA - - 

Tabelle 23. Patientenliste LOH 6q Sonden-Auswertung. 
Legende: „NA“ = nicht auswertbar, aufgrund von bspw. Homozygotie, Problemen mit Vervielfältigung 
der Proben in der PCR, verschwommene Banden oder PCR-Produkte mit inkorrekter Länge; „LOH“ = 
loss of heterozygosity, „-“ = kein Ausfall der Sonde, kein LOH; „/“ wurde aufgrund fehlenden Materials 
nicht analysiert. 
  

Nr. IHC Mitosen Ki-67 PR SCC Sheeting Nekrosen 
1 G 2 10 0 - + + 
2 G 1 1 12 - - - 
3 G 2 5 9 + + - 
4 G 1 / / - - - 
5 - 0 3 9 - - - 
6 - 0 / / + - - 
7 - 1 2 9 + + - 
8 - 0 4 6 - + - 
9 H 0 4 12 - + - 
10 - 0 5 6 - - - 
11 - 1 / / + - - 
12 - 20 15 2 + + + 
13 G 0 / 0 + + + 
14 - 0 4 6 - - - 
15 G 7 9 4 + + - 
16 - 8 9 3 - + - 
17 G 12 15 9 - - - 
18 G 0 19 2 - - - 
19 - 1 5 6 - + - 
20 - 21 18 0 - + + 
21 - 1 6 / - - - 
22 - 2 15 3 - + - 
23 - 1 5 12 - + - 
24 - 1 3 9 - - - 
25 G 1 10 6 - - - 
26 G 6 13 6 + + - 
27 - 0 3 12 - 

 
- 

28 H 0 9 / + + - 
29 H 1 5 6 - - - 
30 - 19 20 6 - + - 
31 H 1 5 9 - - - 
32 G 2 10 0 - - + 
33 G 7 15 0 + + - 
34 H 6 15 / - + - 
35 G 1 9 12 + + - 
36 / / / / - - - 
37 / / 3 12 + - - 
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38 / / 8 2 - - - 
39 / 0 2 4 - - - 
40 / 1 2 90 - - - 
41 / 2 8 2 - + - 
42 / 0 3 6 - - - 
43 / 0 3 0 - - - 
44 / 0 3 9 - - - 
45 / 1 5 12 - - - 
46 / 1 3 9 + - + 
47 / 0 4 9 + - - 
48 / 1 3 9 - - - 
49 / 5 15 4 + - - 
50 / 0 3 12 - - - 
51 / 1 3 4 - - - 
52 / 1 3 9 - + - 
53 / 1 4 6 - - - 
54 / 1 7 6 - - - 
55 / 0 3 12 - - - 
56 / 0 3 2 + - - 
57 / 5 6 12 + + - 
58 / 7 13 4 + + - 
59 / 5 6 4 + + - 
60 / 2 15 6 + - - 
61 / 3 / 9 - - - 

Tabelle 24. Patientenliste Immunhistochemie (IHC) Auswertung.  
Legende: Dargestellt sind für alle 61 Patienten die immunhistochemischen Parameter: Fokaler Ausfall 
(F), Mosaikartiger Ausfall (M); Mitosen mittels PHH3 oder in HE Färbung; Ki-67 Mitoseindex; Pro-
gesteronrezeptor (PR) mittels immunreaktivem Score (IRS): Multiplikation von Farbintensität der 
Zellkern-Färbung (0: keine Reaktion; 1: schwache Reaktion; 2: mäßige Reaktion; 3: starke Reaktion) 
und Anteil positiver Zellen (0: keine; 1: <10 %; 2: 11-50 %; 3: 51-80 %; 4: >80 %) mit einer Gesamt-
Skala: 0-2: negativ; 3-4 schwach positiv; 5-8: mäßig positiv; 9-12: stark positiv); Small cell change 
(SCC) und Sheeting (für beide siehe 3.1.6). „-“ meint negativ. „/“ meint nicht ausgewertet. „+“ das 
Merkmal ist vorhanden.  
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