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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Klasse I HDAC:S sind in vielen Krebsentitdten an der Entwicklung und Progression von
Tumoren beteiligt. Thre Inhibition fiihrt oft zu starken antineoplastischen Effekten; es ist
jedoch umstritten, ob fiir die Inhibition eher HDAC-Inhibitoren (HDACi) einzelner
Enzyme oder pan-Inhibitoren geeignet sind. Im Urothelkarzinom der Harnblase (UC)
sind Klasse I HDACs héaufig {iberexprimiert. Basierend darauf war das Ziel dieser
Arbeit herauszufinden, ob ihre Inhibition eine therapeutische Option im UC darstellen
konnte. Die Aktivitdt der Klasse I HDACs wurde iiber siRNA-vermittelten Knockdown
(HDAC1, 2, 1/2, 3 und 8) sowie iiber Isoform-spezifische HDACi (Romidepsin,
Givinostat, Entinostat, Mocetinostat, 4SC-202, RGFP966, BG45, compound 2, 5 und 6)
oder den pan-HDACi SAHA in bis zu sieben verschiedenen UC-Zelllinien (RT-112,
5637, VM-CUBI1, SW-1710, 639-V, UM-UC-3 und T-24) moduliert. Diese Zelllinien
repriasentieren die UC-Heterogenitdt und weisen distinkte HDAC-Expressionsmuster
auf. Zur genauen Analyse der induzierten Effekte wurden verschiedene zellulédre
Parameter sowie die Expression von HDACs und relevanten Zielgenen in den UC-
Zelllinien VM-CUB1 und UM-UC-3 und den Kontrollzellen HBLAK (urothelial) und
HEK-293 (nicht-urothelial) bestimmt. Ausgeprigte Phénotypen konnten vor allem bei
HDAC1/2-Modulation (Doppelknockdown, Romidepsin und Givinostat) oder Inhibition
von HDACI1-3 mit 4SC-202 beobachtet werden. Der HDAC1/2-Knockdown resultierte
in apoptotischem Zelltod, wohingegen die Inhibition mit Romidepsin, Givinostat und
4SC-202 primér zu Storungen der Zellzyklus-Progression fiihrte. Die unterschiedliche
Auspriagung dieser Effekte spiegelte sich in detaillierten RNA-Expressionsanalysen
nach HDACi-Behandlung oder HDAC1/2-Knockdown wider. Die Zellzyklusstorung
manifestierte sich in einer erh6hten G2/M-Fraktion, aberranten Mitosen und schlieB3lich
in einer Mischform aus apoptotischem und nekrotischem Zelltod. In den Kontrollzellen,
insbesondere den urothelialen HBLAK Zellen, waren diese Effekte weniger stark
ausgepragt. Diese entwickeln eher einen zytostatischen Zellzyklusarrest, behalten aber
thre Fihigkeit zur Langzeitproliferation. Die Selektivitit gegeniiber transformierten
Zellen scheint vor allem durch HDAC1/2-Inhibition bestimmt zu sein, weniger durch
HDAC3-Inhibition. Insgesamt ldsst sich der Schluss ziehen, dass eine kombinierte
Inhibition von HDACI1 und 2 eine vielversprechende Behandlungsmdglichkeit fiir das
UC darstellt. Demgegeniiber ergaben Knockdown und pharmakologische Inhibition von
HDACS nur geringe signifikante Effekte auf Proliferation, Klonogenitit und Migration,
sodass HDACS kein optimales Zielmolekiil im UC darzustellen scheint.



Abstract

ABSTRACT

Class I HDACs contribute to the development and progression of many cancer entities.
Inhibition of HDACs induces strong antineoplastic effects in many tumors but it is
disputed whether HDAC inhibitors (HDACi) with selected enzyme targets or pan-
HDAC: are more useful. Class I HDAC expression is usually upregulated in urinary
bladder urothelial carcinoma (UC). Based on this observation, the aim of this study was
to investigate whether specific modulation of these enzymes might be a therapeutic
option in UC. The activity of class | HDACs was modulated in up to seven different UC
cell lines (RT-112, 5637, VM-CUBI1, SW-1710, 639-V, UM-UC-3 and T-24) via
siRNA-mediated knockdown (HDACI1, 2, 1/2, 3 and 8), isoform-specific HDACi
(Romidepsin, Givinostat, Entinostat, Mocetinostat, 4SC-202, RGFP966, BG45,
compounds 2, 5 and 6) or by the pan-HDACi SAHA. The selected cell lines cover the
heterogeneity of UCs and display distinct HDAC expression patterns. For the detailed
analysis of induced effects, various cellular parameters and expression of HDACs and
relevant target genes were determined in the UC cell lines VM-CUBI and UM-UC-3
and in the control cells HBLAK (urothelial) and HEK-293 (non-urothelial). Pronounced
phenotypes were particularly observed after HDAC1/2 modulation (double knockdown,
Romidepsin and Givinostat) or after pharmacological inhibition of HDACI-3 by
4SC-202. Knockdown of HDACI/2 induced apoptotic cell death, whereas
pharmacological inhibition with Romidepsin, Givinostat and 4SC-202 primarily
interfered with cell cycle progression. These differences were reflected in detailed RNA
expression analyses after HDACi treatment or HDAC1/2 double knockdown. Cell cycle
disturbances manifested in an increased G2/M-fraction, aberrant mitosis, and finally in a
mixed apoptotic and necrotic cell death. These effects were less pronounced in control
cells, especially in benign urothelial HBLAK cells which tended towards a cytostatic
cell cycle arrest, retaining their ability for long-term proliferation. Selectivity for
transformed cells appears to be determined mainly by inhibition of HDAC1/2, but less
by targeting HDAC3. In conclusion, combined inhibition especially of HDAC1/2 seems
to be a promising treatment for UC. In contrast, siRNA-mediated knockdown or
pharmacological targeting of HDACS8 had few significant effects on proliferation,
migration and clonogenicity of UC cell lines. HDACS8 seems not to constitute an

optimal therapeutic target in UC.
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Publikationen

PUBLIKATIONEN

Diese kumulative Dissertation stellt eine Zusammenfassung und {iibergreifende
Diskussion der drei folgenden angegebenen Publikationen (Originalarbeiten) dar.
Zusitzlich enthilt diese Arbeit noch unveroffentlichte Daten zu HDAC3, die im Zusatz-
kapitel 6 ausfiihrlich dargestellt sind. Des Weiteren sind Inhalte dieser Dissertation
zuvor in einen Ubersichtsartikel eingegangen und wurden dort ebenfalls vorgestellt und
diskutiert (siche weitere Publikationen, Pinkerneil et al. 2017). Fiir eine Beschreibung
der eigenen Beitrdge zu den verwendeten Publikationen sieche Anhang D. Fiir diese
Dissertation wurde bei allen beteiligten Autoren und den entsprechenden Zeitschriften
eine Erlaubnis zur Wiederverwendung der Daten und Inhalte der folgenden Original-

arbeiten eingeholt:
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1 Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1  Das Urothelkarzinom und epigenetische Veranderungen

Das Urothelkarzinom der Harnblase (UC), der viert- (Mann) bzw. elfthaufigste (Frau)
Tumor weltweit, ist sehr heterogen und macht ca. 90 % der Harnblasenkarzinome aus
[1-3]. Méannliches Geschlecht, hohes Alter, Rauchen und Chemikalien, wie z.B. aroma-
tische Amine, sind primédre UC-Risikofaktoren [1, 4-7]. Die UC-Heterogenitét ist durch
zwei Hauptentstehungswege, die pria-maligne Hyperplasie (Verdickung des Urothels auf
mehr als zehn Zelllagen) und die Dysplasie (flache nicht-invasive pri-kanzerdse Lision)
bzw. Carcinoma in situ, und deren charakteristischen malignen Veranderungen bedingt
[1, 2, 8]. Eine Hyperplasie fiihrt hdufig zu genomisch stabilen nicht-invasiven papilldren
Tumoren die sich durch aktivierende Mutationen (FGFR3 (fibroblast growth factor
receptor 3), PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit
a), HRAS (harvey rat sarcoma viral oncogene homolog), STAG2 (stromal antigen 2))
und libermifBige Signalweg-Aktivierung (MAPK (mitogen-activated protein kinase),
PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)) auszeichnen [1-3, 7, 8]. Dysplasie bzw.
Carcinoma in situ initiieren hiufig genomisch instabile Muskel-invasive solide Tumore
die durch chromosomale Alterationen, Zellzyklusstdrungen, inaktivierende Mutationen
(TP53 (tumor protein p53), RB1 (RB (retinoblastoma) transcriptional corepressor 1)) und
Expressionsverdnderungen (E-Cadherin, ATF3 (activating transcription factor 3),
MMPs (matrix metalloproteinase), ERBB2 (erb-b2 receptor tyrosine kinase 2), MET
(MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase), MDM2 (MDM?2 proto-oncogene),
VEGF (vascular endothelial growth factor)) charakterisiert sind [1, 2, 9-12]. Dariiber
hinaus haben viele UCs initial Chromosom 9-Deletionen, die z.B. zu einem Verlust des
wichtigen CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 24)-Gens im Abschnitt 9p21.3
fithren [1, 2, 13].

Gut-differenzierte papillire UCs haben eine gute Prognose und sind haufig gut
behandelbar, schlecht-differenzierte Muskel-invasive UCs zeigen dagegen einen
schlechten Verlauf mit niedrigerer Uberlebensrate, metastasieren hiufig und sind
schwer therapierbar [1, 3, 7]. Die Standardtherapie fiir nicht-metastasierte Muskel-
invasive UCs ist die radikale Zystektomie (Entfernung der Harnblase und lokoregioni-
rer Lymphknoten); die Hélfte der Patienten bildet danach jedoch Metastasen aus oder ist

bereits primir metastasiert [1, 3, 14]. Des Weiteren kann eine Cisplatin-basierte Chemo-
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therapie perioperativ erfolgen, was jedoch nur zu einer leicht erhdhten Uberlebensrate
fiihrt, oder als Erstlinientherapie nach Metastasierung [1, 3, 14, 15]. Metastasierte
Patienten entwickeln jedoch oft eine Cisplatin-Resistenz und dann ein Rezidiv [16].
Dies wird iiber Prozesse wie reduzierte intrazellulire Akkumulation von Cisplatin,
Aktivierung der DNA-Reparatur, erhohte Oct4 (octamer-binding transcription factor
4)-Expression und AR (Androgenrezeptor)-Aktivitdt vermittelt [16-19].

Epigenetik beschreibt reversible Prozesse die zu stabilen Zellzustdnden flihren und
beinhaltet vielfiltige Mechanismen u.a. DNA- und RNA-Methylierung, posttranslatio-
nale Modifikationen (PTMs) an Histonen, Histonvarianten, nicht-kodierenden RNAs
(ncRNA) und Chromatinremodellierung [20, 21]. Diese Mechanismen gewihren
Kontext-spezifische Chromatin-Zugénglichkeit fiir Faktoren, die beispielsweise DNA-
Replikation, DNA-Reparatur und Transkription kontrollieren, und bewirken dadurch
Verdanderungen im zelluldren Phanotyp [22, 23]. Sie sind stark voneinander abhédngig,
sodass die Deregulation eines einzelnen Vorgangs weitere Prozesse beeinflussen und so
den Effekt potenzieren kann [23, 24]. Histon-PTMs kommen primir an N-terminalen
Histonenden vor und stellen mit 16 bekannten reversiblen Typen und tiber 100 distink-
ten Modifikationen einen komplexen Mechanismus mit unterschiedlichen Effekten auf
die Genexpression dar [23-26]. Lysine nehmen dabei eine Sonderrolle ein, da fiir sie
vielfiltige Modifikationen bekannt sind, wie z.B. Acetylierung und Mono-, Di- oder
Trimethylierung [26]. Abhingig von Lokalisation und Kontext vermitteln PTMs diverse
transkriptionelle Effekte, indem sie spezifische Bindungsstellen fiir Chromatin-
modifizierende Proteine und Komplexe schaffen oder den Kondensationszustand des
Chromatins verdndern [22, 24]. Beispielsweise ist H3K4me3 mit transkriptioneller
Aktivierung und H3K9me3 dagegen mit Inaktivierung assoziiert [25]. Insgesamt
wurden 377 humane Faktoren identifiziert, die Histon-PTMs oder ihre Interaktionen

regulieren und damit den epigenetischen Histoncode definieren [20].

Epigenetische Storungen sind an der malignen Transformation beteiligt. Sie assoziieren
somit hdufig mit der Initiation und Progression von Krebserkrankungen und liegen in
nahezu allen getesteten Tumoren vor [20, 24]. Sie spielen auch eine Rolle in der UC-
Pathogenese und -Progression und betreffen dort vor allem DNA-Methylierung, Histon-
PTMs und Chromatinremodellierung (ausfiihrlich beschrieben in [27, 28]). Hochdurch-
satzstudien haben gezeigt, dass diverse Faktoren, die an der Regulation von Histon-

PTMs (KDM6A (lysine (K)-specific demethylase 64), CABINI (calcineurin binding
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protein 1), CREBBP (CREB (cAMP-response element binding protein) binding protein),
EP300 (E1A binding protein p300), EP400 (E1A binding protein p400) und NCORI
(nuclear receptor corepressor 1)) oder an der Chromatinremodellierung (ARIDIA (AT-
rich interaction domain 14) und SMARCA4 (SWI/SNF related, matrix associated, actin
dependent regulator of chromatin, subfamily a member 4)) beteiligt sind, im UC deut-
lich hiufiger durch Mutationen inaktiviert vorliegen als bei anderen Entitéten [29-31]
(zit. aus [27, 28]). Mehrere dieser Mutationen betreffen die Regulation der Histonacety-
lierung iiber Histonacetyltransferasen (HATs) und Histondeacetylasen (HDACsSs) z.B. in
CREBBP, EP300, EP400 und NCORI [30, 31] (zit. aus [27]). Die Lysin-Acetylierung
ist eine der haufigsten PTMs und ein wichtiger Regulator der Proteinfunktion [32]. Sie
wird durch HATs katalysiert, die in die drei Hauptfamilien GNAT (GCNS5-related
N-acetyltransferases), MYST (MOZ, Ybf2, Sas2, TIP60) und p300/CREBBP eingeteilt
werden, und wirkt im Allgemeinen transkriptionell aktivierend [24]. Die Acetylierung
findet primér an N-terminalen Histonenden statt, allerdings konnen auch konservierte
Residuen des Histonkerns acetyliert vorliegen, wie z.B. H3K56 [33] (zit. aus [24]).
Zusitzlich ist die HDAC-Expression oft im UC verédndert [27, 34]. Daher bieten sich
HATs und HDAC: als mogliche Zielmolekiile fiir die Therapie des UC an [27, 28].

1.2 Die humane Histondeacetylase-Familie

HDACs werden in allen Eukaryoten exprimiert und sind essentiell fiir die Regulation
der Transkription und viele weitere Prozesse in die eine Chromatininteraktion involviert
ist [35, 36]. Sie werden in zwei Superfamilien aufgeteilt: elf ,klassische® HDACsS, die
eine hoch konservierte Deacetylasedomine mit einem katalytischen Zn*"-Ion enthalten,
und sieben Sirtuine, die einen NAD" (nicotinamide adenine dinucleotide)-Kofaktor
besitzen [32]. Gregoretti et al. 2004 [37] teilten die Zn2+-abhéingigen HDAC:s, basierend
auf ihrer Homologie zu den orthologen Hefe-Genen Rpd3 (reduced potassium
dependency 3) und Hdal (histone deacetylase 1), phylogenetisch in drei Klassen ein:
Klasse I (Rpd3; HDAC1/2/3/8), Klasse 1la/b (Hdal, a-HDAC4/5/7/9, b-HDACG6/10)
und Klasse IV (Rpd3/Hdal; HDACI11) [24, 38] (siche Abb. 1). Sirtuine bilden die
Klasse III und sind zu dem Hefegen Sir2 (silent information regulator 2) homolog [20,
25, 35, 36].
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Klasse | (Rpd3) # *

HDAC1 1p34 482 AS N
#

HDAC2 6721 488 AS N

HDAC3 5q31.3 428 AS N>C>(M)
*
HDACS8 Xq13.1 377 AS N>C

Klasse lla (Hda1) *

HDAC4 2q37.3 1084 AS {s} {s} {s} { AS 655-1084 | N/C
HDACS5 17921.31 1122 AS B z {s} {s} { AS 684-1028 == N/C
HDAC7 12g13.11 952 AS {sf{s} *l {Sh=— AS 516-865 p— N/C

HDAC9 7p21.1 1069 AS s— {S— { AS 631-978 = N/C

Klasse llb (Hda1
HDACG6 Xp11.23 1215AS  =—={I/AS87:404 = AS482:800 N<C

HDAC10 22q13.31 669 AS  [TASH=328 T} N<C

Klasse 1V (Rpd3 & Hda1)
HDAC11 3p25.1 347 AS N/C

Abbildung 1: Struktur und funktionelle Doménen der klassischen humanen HDACs. Angegeben ist
die GroBe und Position der katalytischen Doméne (graue Késtchen), GesamtgroBe (Anzahl Aminosduren
(AS)), zelluldre Lokalisation (Nukleus (N), Cytoplasma (C), Plasmamembran (M)), Klasse und Gen-
lokalisation der elf humanen Zn*"-abhingigen HDACs. Es ist jeweils die lingste HDAC-Isoform gezeigt.
HDACS6 besitzt zwei katalytische Doménen und eine Ubiquitin-bindende Zink-Finger-Doméne (ZNF).
HDAC3 wurde bisher als einzige Isoform beschrieben, die auch in der Membran lokalisiert sein kann
[39]. Die blauen Kistchen zeigen CK2- bzw. PKA-Serin-Phosphorylierungsstellen. Das griine Késtchen
zeigt die Coiled-Coil-Doméne von HDAC2. Rauten (#) markieren HDAC-Assoziierungsdoménen. Sterne
(*) markieren Kernlokalisierungssignale (schwarz) und das putative (rot) oder funktionelle (griin)
nukledre HDAC3—Exportsigna11. Modifiziert bzw. zusammengefasst nach [20, 22, 35, 36, 40-43].

Die Zn*"-abhingigen HDAC-Klassen bzw. -Isoformen variieren in ihrer ProteingroBe,
dreidimensionalen Struktur, enzymatischen Aktivitit, Substratspezifitit, Lokalisation,
Funktion und ihrem Gewebe-Expressionsmuster [20, 35, 36, 40, 42]. Klasse I HDACs
besitzen eine N-terminale katalytische Deacetylase-Doméne, werden in allen Geweben
exprimiert, sind oberflichlich betrachtet primdr im Nukleus lokalisiert und als
katalytische Einheiten an verschiedenen Multiproteinkomplexen beteiligt [35, 40, 44]
(siehe Kap. 1.3.1). Klasse I HDACs zeigen eine spezifische Gewebeverteilung und sind
im Nukleus und Cytoplasma lokalisiert [36, 44]. Insbesondere Klasse IIb HDACs

wirken primdr im Cytoplasma und nicht-epigenetisch, z.B. durch Regulierung von

! Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology:
http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/GC_HDAC3.html, zitiert am 14.03.2017.
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Proteinfaltung und —turnover [25, 35]. Die Klasse II zeichnet sich des Weiteren durch
einen N-terminalen regulatorischen Bereich (Ila) oder zwei katalytischen Doménen
(ITb) aus [40]. Der regulatorische Bereich ermoglicht spezifische Protein-HDAC-
Interaktionen und nukleédr-cytoplasmatisches Pendeln [24, 32]. HDAC6 hat zwei aktive
katalytische Doménen, HDACI10 eine aktive Doméne und eine inkomplette Doméne

[25]. Klasse [la HDACs haben in vitro nur eine niedrige enzymatische Aktivitit [40].

Mechanismus der HDAC-katalysierten Deacetylierung

Alle HDACs haben fiir die Hydrolyse der acetylierten Substrate einen konservierten
Mechanismus gemeinsam, der durch Zn?"-Koordinierung charakterisiert ist [24, 36].
Vermutlich kann Fe?" ebenfalls als katalytisches Metallion wirken [24, 45]. Die Hydro-
lyse wird iiber Zn*'-Bindung an das N-g-acetylierte Lysin vermittelt, wobei die
Acetylgruppe durch ein Zn*"-gebundenes H,O-Molekiil angegriffen und anschlieBend
Acetat und unmodifiziertes Lysin freigesetzt wird [20]. Fiir diesen Vorgang werden bis
zu vier detaillierte Mechanismen von Finnin et al. 1999, Gantt et al. 2010, Vanom-
meslaeghe et al. 2005 und Corminboeuf et al. 2006 vorgeschlagen [46-49], die in Bezug

auf Zn>"-Koordinierung, Substratbindung und reaktive Aminoséuren variieren [36, 40].

Grundsitzlich fungieren alle humanen HDACs als Lysin-Deacetylasen, jedoch liegt in
in vitro-Analysen mit rekombinanten HDACs eine gestaffelte intrinsische Aktivitét vor:
HDAC2>1>6>3>4/5/7/8/10>11>9 [32]. Die in vitro-Aktivitit von HDACs ldsst sich
jedoch nicht einfach auf die in vivo-Aktivitit iibertragen, da sie mafigeblich von ihrem
Einbau in Multiproteinkomplexe abhéngt [32]. Ein konserviertes Tyrosin, das fiir den
nukleophilen Angriff entscheidend ist, konnte erkldren, warum Klasse Ila HDACs
insgesamt inaktiver sind als Klasse I HDACs, da dieses Tyrosin in Klasse Ila durch ein
Histidin ersetzt ist [36, 50]. Zusédtzlich zeigen Mutationsstudien, dass die HDAC4-
Aktivitit durch einen einzelnen Austausch des Histidins an Position 976 zu Tyrosin bis
zu 1000-fach erhoht werden kann und dass ein Tyrosin zu Histidin Austausch an
Position 298 in HDAC3 zu einer Abnahme der katalytischen Aktivitét fiihrt [36, 50].
Fir HDAC3 konnte zusdtzlich zur Deacetylase-Aktivitdt in vitro im Komplex mit

NCORI1 auch eine Decrotonylase-Aktivitdt nachgewiesen werden [51, 52].
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1.3 Klasse | HDACs

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Charakterisierung von Klasse I HDACs
im UC. Einige ausgewihlte Substrate von Klasse I HDACs und dadurch regulierte
Prozesse sind in Abb. 2 gezeigt. Die folgenden einfiihrenden Abschnitte dieses Kapitels
(Struktur, Lokalisation, Aktivitdtsregulation {iber Proteinkomplexe und PTMs,
Transkriptionsregulation und Nicht-transkriptionelle Effekte) orientieren sich im
Aufbau und/oder Inhalt an den ausgezeichneten Ubersichtsartikeln von Moser et al.
2014 [53], der sich ausfiihrlich speziell mit Klasse | HDACs beschéftigt, und an Seto &
Yoshida, 2014 [36].

Transkription

Spleiten
Histon-Substrate Klasse | HDACs DNA-Reparatur
H3: K4, K9, K14, K18, K23, K27, K36, K56 0o Zelizyklus
H4: K5, K8, K12, K16, K20, K77, K79, K91 : i DNA-Replikation
Mitose/Meiose
Proliferation
Nicht-Histon-Substrate Klasse | HDACs Differenzierung
HDAC1: AR, SHP, p53, MyoD, E2F-1, STAT3, RB1, NF-kB, CtIP, RUNX3, SMAD7, HIF-1a Autophagie
HDAC2: YY-1, BCL6, STAT3, GCCR 0 l::> Apoptose
HDAC3: SHP, YY-1, GATA1, RelA, STAT3, MEF2D, TCF, NF-kB, p65 Metabolismus
HDACS8: SMC3, ERRa, ARID1A, Cortactin Angiogenese
Migration

Abbildung 2: Histon- und Nicht-Histon-Substrate von Klasse I HDACs und dadurch regulierte
Prozesse. Klasse ] HDACs konnen vielféltige Substrate deacetylieren (Auswahl dargestellt) und so zur
Regulation verschiedener zelluldrer Prozesse beitragen. Modifiziert nach [24, 25, 42, 53-59].

1.3.1 Struktur, Lokalisation und Aktivitit von Klasse I HDACs

Struktur von Klasse I HDACs

Mit einer AS-Sequenzidentitit von 45-94 % ist die katalytische Doméne von Klasse I
HDACSs durch eine ausgepragte Homologie charakterisiert [36]. Dabei haben HDAC1
und 2 insgesamt die hochste AS-Sequenzidentitidt und die stirkste Strukturdhnlichkeit
zueinander [37, 53, 60]. Fiir diese beiden Proteine sind drei gemeinsame Domédnen
beschrieben: N-terminal eine katalytische Einheit und eine HDAC-Assoziierungs-
domaine, die Dimerbildung ermdglicht, und C-terminal Tandem-CK2 (casein kinase 2)-
Phosphorylierungsstellen [37, 41, 43, 53]. HDACI besitzt zusétzlich ein C-terminales
Kernlokalisierungssignal, wohingegen HDAC2 weiterhin durch eine Coiled-Coil-
Domine charakterisiert ist, die der Protein-Protein-Interaktion dient [37, 43, 53].

HDAC3 besitzt nur eine CK2-Phosphorylierungsstelle und zusdtzlich nukledre

6
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Exportsignale [61-63] (zit. aus [41, 53]). Zu den Exportsignalen gehdrt ein putatives
(AS 29-41) [62] und ein funktionelles (AS 180-313) [63] Signal. HDACS hat eine
N-terminale PKA (cyclic AMP-dependent protein kinase A)-Phosphorylierungsstelle
[37, 64, 65] (zit. aus [41, 53]) (siche Abb. 1).

Lokalisation von Klasse I HDACs

Klasse I HDACs sind, oberflachlich betrachtet, primédr nukledre Proteine [32]. Sie
kommen jedoch auch im Cytoplasma oder speziellen zelluldren Organellen vor, wie z.B.
dem endoplasmatischen Retikulum (ER) [36, 53, 60]. HDAC3 und 8 konnen
beispielsweise im Nukleus und Cytoplasma vorliegen [32]. Zusétzlich kann HDAC3 mit
spezifischen Bindungspartnern auch in der Membran lokalisiert sein [39]. HDACS liegt
dagegen iiberwiegend cytosolisch vor. Es wurde jedoch ein Expressions-abhdngiger
Mechanismus beschrieben, bei dem nach Uberexpression eine nukledre Translokation
stattfindet [66, 67] (zit. aus [53]). Die subzellulire Lokalisation wird hédufig durch
PTMs kontrolliert und kann die Zugénglichkeit zu Bindungspartnern oder Substraten

limitieren [32].

Regulation der Klasse I HDAC-Aktivitdit

Wichtige Kontrollmechanismen der HDAC-Aktivitit sind zum einen Protein-Protein-
Interaktionen bzw. Inkorporation in definierte Proteinkomplexe und zum anderen PTMs
[36]. Im Folgenden werden diese Kontrollmechanismen in Anlehnung an Van Dyke,
2014 [32], Seto & Yoshida, 2014 [36] und Moser at al. 2014 [53] detailliert beschrie-
ben. Zusitzlich kann die HDAC-Aktivitdt {iber endogene HDAC-Inhibitoren (HDAC:H),
wie etwa nukleédres S1P (sphingosine-1-phosphate), moduliert werden [35, 60]. Weitere
weniger gut untersuchte Mechanismen sind die Regulation der HDAC-Expression,
alternative Spleivarianten, Einzelnukleotid-Polymorphismen, Kofaktor-Verfiigbarkeit,
subzelluldre Lokalisation und proteolytischer Abbau [20, 36].

* Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology:
http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/GC_HDAC3.html, zitiert am 14.03.2017.
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Regulation der Klasse | HDAC-Aktivitdt - Proteinkomplexe

HDAC:S besitzen kein DNA-Bindungsmotiv und sind daher auf andere Proteine ange-
wiesen, um zu ihren spezifischen Chromatin-Bindungsstellen rekrutiert zu werden [41].
Zudem haben aufgereinigte HDACs auBerhalb ihrer Komplexe nur eine sehr geringe
Aktivitét [36, 53]. Einige HDACs bilden einfache Komplexe mit Sequenz-spezifischen
Transkriptionsfaktoren, andere dagegen liegen in Multiproteinkomplexen vor [32].
Durch Integration in diese Komplexe werden viele Eigenschaften der HDACs modu-

liert, wie z.B. die Aktivitdt, Substratspezifitdt, DNA- und Chromatinbindung [20, 53].

Abb. 3 stellt die bekannten Klasse | HDAC-Multiproteinkomplexe vor. HDAC1 und 2
sind Mitglieder der sechs Multiproteinkomplexe Sin3 (switch independent 3), NuRD
(nucleosome remodeling deacetylase), COREST (corepressor REI silencing transcripti-
on factor), NODE (Nanog and Oct4-associated deacetylase), SHIP1 (spermatogenic
cell HDAC-interacting protein 1) und MiDAC (mitotic deacetylase) [32, 53]. Sin3,
NuRD und CoREST stellen in humanen Zellen die hdufigsten Formen dar [53]. NODE
und SHIP1 wirken spezifisch in embryonalen Stammzellen (ES) und in der Spermato-
genese, wohingegen MiDAC ein Mitose-spezifischer Komplex ist [68-71] (zit. aus [53,
60]). HDACI1 und 2 liegen als Homo- oder Heterodimere in den Komplexen vor und
haben ohne ihre Bindungspartner nur eine sehr niedrige enzymatische Aktivitit [36, 53,
60]. Die Komplexe Sin3 und NuRD besitzen einen gemeinsamen Kern, bestehend aus
vier Proteinen: HDACI und 2 und die Histon-Bindeproteine RbAp46 und RbAp48
(Rb-associated protein 46/48) [32, 36]. Dieser Kernkomplex reicht nicht zur Ausbil-

dung der vollen Aktivitit aus, die vielmehr von zusétzlichen Kofaktoren abhingt [36].

HDAC3 komplexiert mit den transkriptionellen Repressoren N-CoR (nuclear receptor
corepressor)/SMRT (silencing mediator of retinoic acid), wodurch die HDAC3-
Aktivitdt erhoht wird, und weiteren Kofaktoren [72, 73] (zit. aus [36, 53]). Zusétzlich
interagiert HDAC3 mit Klasse Ila HDACs [53, 60]. Die enzymatische Aktivitidt von
HDAC4 und 7 héngt beispielsweise von der Interaktion mit HDAC3 ab [74, 75] (zit.
aus [53]). Weiterhin wird postuliert, dass Klasse Ila HDACs primir als Bindeglied
zwischen N-CoR/SMRT-Komplexen und Transkriptionsfaktoren fungieren [40] (siche
Abb. 3).
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Sin3 NuRD CoREST N-CoR/SMRT
fr—
Sox like] Klasse Il HDACs
protein
- KDM4A HDAC3 TBL1
T 2 T o
T e N-CoR/SMRT
HDACS8-Dimer

Abbildung 3: Klasse I HDACs-Multiproteinkomplexe. HDACI1-3 liegen in Multiproteinkomplexen
vor. Dadurch werden die Aktivitdt, DNA- und Chromatinbindung und die Substratspezifitit reguliert.
HDACS liegt als Homodimer vor. Modifiziert hauptsiachlich nach [53] und nach [41, 60, 68-71, 76, 77].

Die Zusammensetzung der Multiproteinkomplexe ist divers und Zelltyp-spezifisch, mit
variierenden Untereinheiten in verschiedenen Zelltypen [35, 41, 60], wie z.B. Histon-
Bindeproteinen (RbAp46), Histon-Erkennungsproteinen (ING2 (inhibitor of growth 2)),
Erkennungsproteinen fiir methylierte DNA (MBD2/3 (methyl-CpG binding domain
protein 2/3)), Histon-Demethylasen (LSD1 (lysine specific demethylase 1A4)), DNA-
Methyltransferasen (DNMT1 (DNA methyltransferase 1)), ATP (Adenosintriphosphat)-
abhéngigen Chromatinremodellierungs-Proteinen (Mi2 (CHD3, chromodomain helicase
DNA binding protein 3)) und transkriptionellen Repressoren (Sin3a/b (SIN3 transcripti-
on regulator family member a/b) und N-CoR) mit zentraler Rolle in Chromatin-
erkennung und Chromatinmodifizierung [32] (siche Abb. 3). Eine wichtige Funktion bei
Klasse I HDAC-Multiproteinkomplexen hat auch Inositoltetraphosphat (IP4) [53, 60].
IP4 reguliert die Interaktion von HDAC3/SMRT und HDACI1/MTA1 (metastasis-
associated protein 1) im NuRD-Komplex, wodurch ihre Rekrutierung beeinflusst und

die Deacetylase-Aktivitdt erhoht wird [78-80] (zit. aus [53]).

HDACs kommen auch in kleineren Komplexen mit individuellen Faktoren vor,
wodurch ihre Stabilitdt, Lokalisation und transkriptionelle Aktivitit beeinflusst wird
[22, 32, 41]. Insbesondere die HDACI1/2-Aktivitdit wird durch die Bildung von
kleineren Komplexen reguliert, wie z.B. HDACI-Rb (Retinoblastom-Protein)-E2F (E£2
factor), HDAC1-Tbx2 (T-box 2), HDACI1-Spl (Sp! transcription factor), HDAC1/2-
p63 und HDAC2-GATA4 (GATA-binding protein 4)-HOPX (HOP homeobox) [81-87]
(zit. aus [41]). Der HDACI1-Rb-E2F-Komplex reprimiert beispielsweise die Expression
von E2F-Zielgenen [41, 83]. Zusitzlich kann die HDAC1/2-Aktivitit durch nukleéres

Aktin reguliert werden [88]. Dabei fiihrt eine Erhohung der Aktin-Konzentration in
9
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nukledren Extrakten zu einer verringerten HDAC-Aktivitét, eine Aktin-Polymerisierung
dagegen zu einer stirkeren Aktivitit und schwécheren Histonacetylierung [88]. HDACS
bildet ein Homodimer und ist die einzige Isoform, die nach Aufreinigung ohne weitere

Proteine aktiv ist; passend dazu sind fiir HDACS8 keine Komplexe bekannt [53, 60, 64].

Regulation der Klasse | HDAC-Aktivitdit - PTMs

Die Aktivitit, aber auch die Lokalisation und der Einbau der Klasse I HDACs in
Komplexe werden durch verschiedene PTMs an HDACs oder ihren Bindungspartnern
reguliert z.B. durch Phosphorylierung und verschiedene PTMs an Lysinen wie
Acetylierung, Methylierung, Glykosylierung, SUMOylierung (SUMO - small ubiquitin-
like modifier) und Ubiquitinierung [32, 36, 53, 60]. Phosphorylierungen konnen sowohl
aktivierend als auch inhibierend wirken [36]. Die Phosphorylierung von HDACI an
S421 und S423, katalysiert durch PKA und CK2, fiihrt beispielsweise zu einer
Aktivitdtserhohung [89, 90]; HDACS8 wird dagegen durch eine PKA-vermittelte
Phosphorylierung an S39 inhibiert [65] (zit. aus [32, 36, 53, 60]). Weitere wichtige
PTMs sind SUMOylierungen und Ubiquitinierungen [53]. Die HDAC1-SUMOylierung
vermittelt z.B. eine komplexe Regulation der Enzymstabilitdt und —aktivitit, indem
durch eine Konjugation mit SUMOI1 eine Ubiquitinierung von HDACI mit
anschlieBendem Abbau vermittelt wird [91] (beschrieben in [53]). HDAC2 kann
dagegen durch USP4 (ubiquitin-specific peptidase 4) deubiquitiniert, somit stabilisiert

und in Zellen akkumuliert werden [92].

1.3.2 Transkriptionsregulation durch Klasse | HDACs

Acetylierung von Histonen - Verdnderung der Chromatinkonformation

Die Transkriptionsregulation durch HDACs setzt voraus, dass diese die RNA-Synthese
zu verschiedenen Zeitpunkten und an verschiedenen Genloci regulieren konnen [36].
Mechanistisch basiert dies auf dem Kondensationszustand der DNA, der von elektrosta-
tischen Wechselwirkungen zwischen den Histonen und der negativ geladenen DNA
abhéngt und durch HATs und HDACs reguliert wird [25, 35, 53]. HATs transferieren
als ,writers* eine Acetylgruppe vom Kofaktor Acetyl-Coenzym A auf die
e-Aminogruppe von Histonlysinen [23, 56]. Die Neutralisierung der positiv geladenen
Lysine fiihrt zu einer schwécheren Bindung an das negativ geladene Phosphatriickgrat

der DNA und somit zu einer Auflockerung der Chromatinstruktur [44, 53, 56]. Dadurch
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wird diversen Faktoren der Transkriptionsmachinerie erhohter Zugang zur DNA
ermdglicht [35, 44, 53]. Die durch HDAC: (,,erasers*) katalysierte Deacetylierung fiihrt
dagegen zur Chromatinkondensation und transkriptioneller Repression [23, 35, 44]
(siche Abb. 4). Dabei deacetylieren HDACI1-3 viele Lysine gleich hiufig, wie z.B.
H3K4/9/14/27 und H4K5/8/12/16; eine Ausnahme ist H3K56, welches nur durch
HDACI und 2 deacetyliert wird [22]. Allgemein wirken HATs also aktivierend und
HDACs inhibierend auf die Expression [25, 53, 56]. Spezifische Acetylierungs-
Markierungen konnen jedoch auch mit Repression und Chromatinkondensation

korrelieren [93, 94] (zit. aus [44, 95]).

Epigenetische
.erasers*

HATs
HDACs

Regulation von

transkriptionellen und
nicht-transkriptionellen r\

Prozessen

Epigenetische
,readers“

Epugenetlsche

Abbildung 4: Epigenetische ,writers”, ,readers® und ,erasers“ zur Vermittlung der
Chromatinacetylierung. HATs (,writers”) katalysieren die spezifische Acetylierung von
e-Aminogruppen an Histonlysinen. BRDs (,, readers “) binden an acetylierte Lysine. HDACs (,, erasers )
konnen die Acetylierung wieder entfernen. Modifiziert nach [23].

Acetylierung von Histonen — Ein vielschichtiges regulatorisches System

Die spezifische Lysin-Acetylierung gehort zu einem vielschichtigen regulatorischen
System, da die e-Aminogruppe des Lysins viele weitere Modifikationen tragen kann
[22, 36, 96] (siche Abb. 5). HDACs kénnen einen Zugang fiir zuvor acetylierte Lysine
gewihren, sodass diese durch weitere PTMs markiert werden konnen [22, 36]. Eine
Acetylgruppe eliminiert also nicht nur die positive Ladung des Histons, sondern schlief3t
auch alternative PTMs an demselben Lysin aus [32, 36]. Diese Kreuzregulation ist fiir
Acetylierung und Methylierung am besten charakterisiert; eine H3K9-Acetylierung
fiihrt beispielsweise zur Inhibition der reprimierenden H3K9-Methylierung und

ermoglicht gleichzeitig eine aktivierende H3K4-Methylierung [22, 36].
11
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Abbildung 5: Potentielle PTMs von e-Aminogruppen an Lysinen. SUMOylierung, Methylierung und
Ubiquitinierung sind neben der Acetylierung die bekanntesten PTMs an e-Aminogruppen von Lysinen.
Modifiziert hauptsdchlich nach [36] und [97].

Acetylierte Lysine dienen als Bindungsstellen fiir diverse Faktoren, wie z.B.
Transkriptionsfaktoren [41]. Sie werden durch kleine, hoch konservierte Protein-
Interaktions-Module erkannt, die sogenannten Bromodoménen (BRD, ,,readers ) [95,
98] (im Folgenden in Anlehnung an Marmorstein & Zhou, 2014 [98]). Bisher sind 42
BRD-enthaltende humane Proteine mit 56 individuellen BRDs bekannt [98]. Die BET
(Bromodomain and extraterminal)-Proteine BRD2-4 (bromodomain containing 2/3/4)
und BRDT (bromodomain containing protein testis specific) sind wichtige BRDs, da sie

vor allem als therapeutische Zielmolekiile charakterisiert sind [95, 99].

BRDs sind fiir das Andocken von Chromatin-assoziierenden Proteinen an spezifische
Chromatinstellen entscheidend [95]. Deshalb sind sie in vielen nukledren Faktoren
vorhanden, wie z.B. in ATP-abhingigen Chromatinremodellierungs-Komplexen,
Helikasen, Methyltransferasen, transkriptionellen Koaktivatoren, Repressoren und
Mediatoren und auch in HATs selbst und anderen Proteinen mit Acetyltransferase-
Aktivitdt, darunter PCAF (p300/CREBBP-associated factor), GCNS5 (K acetyltransfer-
ase 24 (KAT2A4)), p300/CREBBP und BRD1 (bromodomain containing 1) [95, 98, 99].
Zusitzlich erkennen und binden BRDs acetylierte Lysine von Nicht-Histon-Proteinen
und interagieren mit weiteren Modulen um eine hohe Spezifitit und Affinitit zu
gewihrleisten [95, 98]. Insgesamt wurden iiber 15 Doménen identifiziert, die zusammen
mit BRDs in den gleichen Proteinen vorliegen, darunter PHD (plant homeodomain),

PWWP, B-Box-Typ-ZNF, RING-Finger und TAZ-ZNF Doménen [98]. Spezifische
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Markierungen, wie H3Kl14ac, konnen jedoch auch durch andere Dominen gelesen

werden, wie z.B. durch Tandem-PHD-Domaénen [98, 100-102].

Weitere Mechanismen der Transkriptionsregulation

Weitere wichtige Moglichkeiten der Transkriptionsregulation durch HDACs sind
Deacetylierung von Transkriptionsfaktoren, Spleilen, RNA- und Proteinstabilitidt und
micro-RNAs [36, 53, 60, 103]. Primir sind HDACs jedoch aktive Bestandteile von
Korepressorkomplexen, deren Rekrutierung ein verbreiteter Mechanismus ist, um die
Transkription zu regulieren [25, 36, 53]. Die Rekrutierung und Assoziierung mit dem
Chromatin findet liber verschiedene Faktoren statt, wie z.B. Transkriptionsfaktoren,

ncRNAs und Modulen mit Affinitdt zu bestimmten Histon-PTMs [53].

Im Allgemeinen vermutet man, dass HDACs an reprimierte Gene binden und fiir eine
Genaktivierung durch HATs ersetzt werden; ihre Aktivitit kann jedoch auch positiv mit
der Aktivitit von Genen korrelieren [36, 53]. So wurde in einer Genomweiten
Chromatin-Immunoprézipitations-Analyse eine positive Korrelation zwischen HDAC-
Bindung, Histonacetylierung und Transkription beobachtet [53, 104]. Diese Analyse
zeigt, dass HATs und HDACs vor allem zu aktiv transkribierten Genen rekrutiert
werden und dass eine hohe Expression insbesondere mit erhohter Klasse I HDAC-
Interaktion einhergeht [53, 104]. HDACI und 3 wurden dabei vor allem an Promotoren
detektiert, wohingegen HDAC2 auch an andere Stellen des aktiven Gens bindet [36,
104]. Inaktive Gene sind jedoch durch das Fehlen beider Enzymgruppen charakterisiert;
daher wurde ein Modell vorgeschlagen, wonach HDACs und HATs gemeinsam zu
aktiven Genen rekrutiert werden, um das Acetylierungsmuster und die Chromatinstruk-
tur so zu verdndern, dass eine Transkription stetig ablaufen kann [104] (beschrieben in

[35, 53]).

Im Detail zeigten Wang et al. 2009 [104], dass HDACs zwei Hauptfunktionen haben
(erldutert in [35]): Entfernung von Acetylgruppen einerseits an aktiven Genen, die von
HATs wihrend der Initiation und Elongation angehingt wurden, und andererseits an
inaktiven Genen, um die durch Anbindung der RNA-Polymerase Il vermittelte Initiation
zu verhindern [35, 104]. Somit korrelieren HDACs nicht ausschlieBlich mit der
Repression der Transkription; vielmehr wird nach HDAC-Inhibition auch eine
Aktivierung der Transkription beobachtet [36]. Weitere Griinde dafiir kdnnten sein, dass
HDAC:s die Expression von Repressoren minimieren oder ihre Funktion bzw. Aktivitit

inhibieren und Effektoren aktivieren [36].
13
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Spezifische Expressionsverdnderungen nach HDAC-Modulation

Klasse I HDAC-Deletionen deregulieren spezifisch eine limitierte Anzahl von Genen
[41]. HDACi dagegen beeinflussen die Transkription von bis zu 5-22 % der Gene in
Leukdmiezellen und Zellen von diversen soliden Karzinomen [22, 23, 36, 60, 105].
Dabei reaktivieren sie u.a. die Expression von spezifischen inaktiven Genen, wie
beispielsweise den Zellzyklus-Regulator p21 (CDKNI1A, cyclin-dependent kinase inhib-
itor 14) [44]. Der Umfang der Expressionsverdnderungen hidngt maflgeblich von der
Inkubationszeit, der Konzentration und der Art des Inhibitors ab [105]. Beispielsweise
nimmt mit steigender Konzentration und Inkubationszeit die Anzahl verdnderten Gene
signifikant zu [105]. Grundsitzlich kann das Expressionsmuster dhnlich ausgeprigt

sein, zeigt jedoch hdufig HDACi- und Zelltyp-spezifische Unterschiede [22, 103, 105].

1.3.3 Nicht-transkriptionelle und zelluldre Effekte von Klasse | HDACs

Klasse | HDACs konnen auch nicht-transkriptionell agieren und so Prozesse, wie z.B.
DNA-Replikation und -Reparatur, Mitose/Meiose, Spleillen, Zellzyklus, genomische
Stabilitdt, Proliferation, Differenzierung, Migration, Apoptose, Angiogenese, Autopha-
gie, Metabolismus und Signaltransduktion, regulieren [22, 32, 53, 60]. Um nicht-
transkriptionelle Prozesse zu vermitteln, kontrollieren HDACs die Acetylierung
zahlreicher nukledrer, cytoplasmatischer und mitochondrialer Nicht-Histon-Substrate,
u.a. Tumorsuppressoren, Chaperone, nukledre Rezeptoren, DNA-Reparaturproteine,
Strukturproteine, mitotische Proteine, Enzyme der RNA-Prozessierung und
Replikations-Maschinerie, Metabolismus-assoziierte Enzyme, apoptotische Aktivatoren
und Inhibitoren, virale Proteine und HATs und HDACs selbst. Damit modulieren
HDAC:s ihre Funktionalitit, Aktivitdt, Struktur, Stabilitidt und subzelluldre Lokalisation
sowie ihre Interaktion mit Bindungspartnern [55, 106] (beschrieben in [20, 32, 53, 58,
60, 105]).

Mehrere Indizien und Studien deuten sogar darauf hin, dass die primdren HDAC-
Substrate Nicht-Histon-Proteine sind und ihre Hauptfunktion somit die Regulation von
nicht-epigenetischen Prozessen ist [36, 53, 58, 60]. Zum einen existieren sehr viele
potentielle Nicht-Histon-Substrate, da ein groer Anteil des eukaryotischen Proteoms
reversible Lysin-Acetylierungen trigt [106, 107]; zum anderen lassen phylogenetische
Analysen vermuten, dass die HDAC-Entstehung der Entwicklung von Histonen voraus-
geht [37] (beschrieben in [36, 53, 58, 60, 105]). Uber Nicht-Histon-Substrate kénnen

14



1 Einleitung

HDACSs auch indirekt epigenetisch wirken, indem sie Histon-Modifizierer, wie z.B.
HDAC:s selbst, HATs, Histonmethyltransferasen und solche, die an der Etablierung der
DNA-Methylierung beteiligt sind, wie z.B. DNMT1, regulieren [107] (zit. aus [36]).

Zelluldre Funktionen und Redundanz der Klasse I HDACs 1 und 2

HDACI und 2 haben komplexe Gewebe-libergreifende Schliisselfunktionen in vielen
zelluldren Signalwegen und Prozessen [41]. Dies soll am Beispiel der Zellzyklus-
regulation verdeutlicht werden (angelehnt an [22, 25, 32, 41, 53]). HDACI und 2 liegen
hdufig co-exprimiert vor und konnen durch Kompensationsmechanismen funktionell
redundant sein, da die genetische Inhibition einer Isoform zur erhéhten Expression und
Ubernahme der Funktion durch die andere Isoform fiihrt und es so zu einer Phiinotyp-
Maskierung kommt [41, 53]. Dieser reziproke Mechanismus wurde in diversen
Zelltypen beobachtet, wie etwa in embryonalen Fibroblasten der Maus (mouse
embryonic fibroblasts, MEF-Zellen), und ist dadurch charakterisiert, dass eine einzelne
Inhibition von HDAC1 oder 2 keine oder nur milde Effekte induziert [53, 108]. HDAC1
und 2 kdénnen jedoch auch spezifisch wirken [41]. Yamaguchi et al. 2010 zeigten z.B.
iiber Transkriptom- und Histon-PTM-Analysen, dass HDACI1 und 2 nur teilweise
redundant sind [109]. Weiterhin deuten siRNA (small interfering RNA)-Versuche in
Zellen verschiedenen Ursprungs, wie etwa Osteosarkom und Mammakarzinom, darauf
hin, dass die Regulation der Zellzyklusprogression und Proliferation durch HDAC1 und
2 stark vom Zellkontext abhingt [41, 110].

HDACI1-Inaktivierungen induzieren héaufig Proliferationstopp, G1-Zellzyklusarrest,
p21-Induktion, mitotische Defekte und/oder erhohte HDAC2-Expression [109-111].
HDAC2-Inaktivierungen haben héufig deutlich schwichere antineoplastische Effekte
zur Folge [108-110]. Eine kombinierte HDAC1/2-Inaktivierung potenziert dagegen oft
die durch spezifische HDAC1- oder HDAC2-Inaktivierung vermittelten Effekte [53].
Haufig werden p21- und p27 (CDKNIB, cyclin-dependent kinase inhibitor [B)-
Aktivierung, starker Zellzyklusarrest, starke Histon-Hyperacetylierung, genomische
Instabilitdt, Akkumulation von DNA-Schaden, reduzierte Féhigkeit ihrer Reparatur und
erhohte Apoptose und Sensitivitdt gegeniiber DNA-schidigenden Agenzien beobachtet
[22, 25]. In MEF-Zellen induziert eine HDACI1/2-Deletion z.B. starken Gl-
Zellzyklusarrest und Apoptose, wohingegen Zellen, bei denen eine einzelne Isoform

deletiert wurde, nur moderate oder keine Defekte zeigen [41, 109].
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1.3.4 Maligne Expression von Klasse | HDACs

Sowohl in hdmatologischen Krebserkrankungen als auch in diversen soliden Tumoren
und malignen Zelllinien wurde eine Uberexpression von einzelnen oder mehreren
Klasse I HDACs auf RNA- und Proteinebene im Vergleich zum Normalgewebe oder
Kontrollzellen beobachtet (im Folgenden teilweise entnommen aus [42, 54, 60, 112-
115]). Die hochste Expression liegt oft in aggressiven, fortgeschrittenen, dedifferenzier-
ten und stark proliferierenden Tumoren vor [21, 112]. Hamatologische Erkrankungen
mit verdnderter Klasse I HDAC-Expression sind multiple Myelome, Lymphome
(Hodgkin-, diffuse groBzellige B-Zell-, NK/T-Zell-, kutane und periphere T-Zell-
Lymphome (CTCL/PTCL - cutaneous/peripheral T-cell lymphoma)) und die akute
lymphoblastische sowie chronisch lymphatische Leukdmie [116-125]. Solide Tumore
mit differenter Expression sind das Kolorektal-, Leberzell-, Prostata-, Ovarial-,
Endometrium-, Magen-, Pankreas-, Mamma-, Lungen-, Osophagus-, Gallenblasen-,
Schilddriisen-, und Nierenzellkarzinom sowie das kindliche Glio- und Neuroblastom

[114, 126-153].

Im Magen- und Osophaguskarzinom liegt gleichzeitig eine Verringerung der
Histonacetylierung vor [154, 155]. Zusitzlich wurde ein frither globaler Verlust der
H4K16-Acetylierung wéhrend der Entstehung von Tumoren gezeigt [156]. Des
Weiteren kann fiir einige Karzinome eine Subtypisierung aufgrund der HDAC-
Expression oder des Acetylierungsmusters erfolgen [112, 140-142, 157]. Haufig
korreliert eine hohe HDAC-Expression mit einer schlechten Prognose, wobei manch-
mal, wie etwa im Mammakarzinom [138-140], auch eine positive Korrelation zwischen
der Expression bestimmter Klasse | HDACs und der Prognose beobachtet wurde [112].
Die Klasse I HDAC-Expression im UC wird in Kap. 1.5 ausfiihrlich beschrieben.

1.3.5 Klasse | HDACs — Onkogene oder Tumorsuppressoren?

Aufgrund verschiedener Indizien wird postuliert, dass HDACs primir onkogen wirken
und dass eine gewisse HDAC-Expression bzw. -Aktivitit fiir das Uberleben und die
Proliferation von Krebszellen entscheidend ist [23]: (1) Erhohte neoplastische
Expression und Korrelation mit schlechter Prognose (siche Kap. 1.3.4), (2) Uber-
expression bzw. erhohte Aktivitdt kann zur Initiation und Progression von Tumoren

fiihren, (3) HDACs konnen an onkogene Fusionsproteine binden und so aberrant zu
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spezifischen Promotoren rekrutiert werden und damit zur malignen Transformation und
insbesondere zur Leukédmieentstehung beitragen, (4) siRNA-vermittelte oder genetische
Inaktivierungen von HDACI1-3 und (5) HDACi koénnen vielfdltige antineoplastische
Effekte, wie Apoptose und Zellzyklusarrest in Neoplasien, induzieren (Aufzidhlung aus

[23, 115]).

Demgegentiber stehen Studien, die belegen, dass Klasse I HDACs auch tumor-
suppressiv wirken konnen und somit eine duale Rolle haben [22, 23, 53, 115]. Zum
einen konnen inaktivierende HDAC-Mutationen, wie etwa eine frame-shift-Mutation in
HDAC2 [158], an der Tumorprogression beteiligt sein [115]. Zum anderen belegen
Versuche mit Knockout- und Knockdown-M4éusen, dass Klasse I HDACs auch Tumor-
suppressoren sein konnen [22, 23, 115]. Speziell fiir die Inaktivierung von HDAC1 und
2 wurde gezeigt, dass sie die maligne Transformation von Vorlduferzellen mit ersten
onkogenen Merkmalen beschleunigen und zur Entwicklung und Progression von
hiamatologischen Neoplasien beitragen [159, 160] (beschrieben in [23, 115]). Eine
Leber-spezifische HDAC3-Deletion fiihrt ebenfalls zur Entstehung von Karzinomen
[23, 53, 161]. Zusitzlich kann eine HDACi-Behandlung Migration und erhohte

Metastasierung induzieren [115, 162].

Insgesamt scheint der spezifische genetische Hintergrund der Zellen wichtig fiir die
HDAC-Funktion als Onkogen oder Tumorsuppressor zu sein. So fiihrt ihre Inhibition
vor allem in benignen und pri-neoplastischen Zellen zur malignen Initiation und
Progression [23]. In pri-leukdmischen Méusen fiihrt ein Knockdown von HDAC1 und 2
beispielsweise zur beschleunigten Leukdmie-Entstehung, wohingegen ein HDACI-
Knockdown in komplett transformierten leukdmischen Zellen antineoplastische Effekte
hat [22, 159]. Insbesondere HDAC1 scheint also eine duale Funktion zu haben: In pra-
leukdmischen Zellen wirkt HDACI1 tumorsuppressiv, indem es der Blockierung der
Differenzierung, genomischer Instabilitit und erhohter Selbsterneuerung von hémato-
poetischen Vorlduferzellen entgegen wirkt [159], wohingegen HDACI1 in terminal
transformierten Zellen ein Onkogen und mogliches therapeutisches Ziel darstellt [22,

159].
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1.4 HDAC-Inhibitoren

1.4.1 Klinische Anwendung von HDACi

Die in vielen Krebsentititen iiberexprimierten HDACs scheinen besonders gute
Kandidaten fiir eine epigenetische Therapie zu sein [32, 44]. Daher werden sehr viele
klinische Studien mit verschiedenen HDACi als Mono- oder Kombinationstherapie
durchgefiihrt oder sind bereits abgeschlossen [23, 60]. Der Schwerpunkt liegt dabei auf
hamatologischen Neoplasien, da die bisherigen Ergebnisse zur Behandlung von soliden
Tumoren, im Vergleich zu priklinischen Daten, sehr hdufig enttduschend waren [20, 23,
60]. Aktuell sind vier HDACi von der FDA (US Food and Drug Administration)
zugelassen (siehe [20]): (1) SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid, Vorinostat,
Zolinza®, Merck Research Laboratories, 2006, fortgeschrittenes CTCL in Zweit- und
Drittlinien-Therapie [163]), (2) Romidepsin (FK228, Istodax®, Celgene, 2009, fort-
geschrittenes CTCL in Zweit- und Drittlinien-Therapie und PTCL [164]), (3) Belinostat
(PXD101, Beleodag®, Spectrum Pharmaceuticals, 2014, refraktires PTCL [165]) und
(4) Panobinostat (LBH-589, Farydak®, Novartis Pharmaceuticals, 2015, multiples
Myelom [166]).

1.4.2 Pharmakophor, Spezifitit und Aktivitit von HDACi

HDACI konnen nach drei verschiedenen Kriterien eingeteilt werden: Substanzklasse,
Spezifitdt und Aktivitét [20, 23, 36]. Es gibt vier etablierte Substanzklassen; zusitzlich
unterscheidet man spezifische und unspezifische HDACi (pan-HDAC:I). Des Weiteren
reichen die Konzentrationen, bei denen HDACi biologisch aktiv sind, vom nano- bis hin

zum millimolaren-Bereich [44] (siche auch [167]).

Pharmakophor-Modell und Substanzklassen von HDACi

Das HDACi-Pharmakophor setzt sich prinzipiell aus drei definierten Molekiilgruppen
zusammen, der sogenannten CAP-Gruppe (griin, in Abb. 6), dem Linker (blau) und der
7ZBG (Zink-bindende Gruppe, rot) [20, 23].
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Abbildung 6: HDACi-Pharmakophor und charakteristische ZBGs. SAHA dient als Beispiel fiir den
generellen Aufbau von HDACI, zusammengesetzt aus einer mit der Enzymoberfliche interagierenden
CAP-Region (griin), einer Verbindungseinheit (optional, orange), einem Linker (blau) und einer Zink-
bindenden Gruppe (ZBG, rot). Anhand der ZBG findet eine Einteilung in die Substanzklassen Hydroxam-
sduren, kurzkettige Fettsduren, Benzamide und zyklische Peptide (Thiole) statt. Die Strukturformeln
wurden mit dem Programm Accelrys Draw Academic (San Diego, USA) erstellt. Modifiziert nach [20].

Die CAP-Gruppe besteht meistens aus einer aromatischen Struktur und ist iiberwiegend
fiir die Selektivitdt der HDACi verantwortlich [20, 23]. Sie ist sehr variabel und kann
stark modifiziert werden, daher dient sie hdufig zur HDACi-Optimierung beziiglich
Aktivitdt, Spezifitdt und Pharmakokinetik [21]. Die CAP-Region interagiert mit der
externen HDAC-Oberflache und mit rdumlich nah gelegenen Mitgliedern der HDAC-
Komplexe [23, 60]. Zur Interaktionsverstirkung besitzen einige HDACi eine zusitzli-
che Verbindungseinheit (orange) zwischen der CAP-Gruppe und dem Linker [20]. Der
Linker, als Hauptverbindung zwischen CAP-Gruppe und ZBG, kann den tubuldren
Zugang zum Zn*"-Atom der HDACs blockieren [20, 32]. Er kann ebenfalls zur Modula-
tion der Selektivitit genutzt werden, indem spezifische Modifikationen hinzugefiigt
werden [23]. Dadurch ist es z.B. gelungen HDACi mit spezifischer Bindung an und
Selektivitit fiir die stark homologen Isoformen HDACT und 2 zu synthetisieren [168].
ZBGs koordinieren das Zn®" im aktiven Zentrum der HDACs [23, 40]. Die Zuordnung
zu den vier géngigsten Substanzklassen, die gleichzeitig auch die klinisch relevantesten
HDAC: sind, wird iiber diese ZBGs definiert: Hydroxamsauren, kurzkettige Fettsduren,
Benzamide und zyklische Peptide bzw. Thiole [20, 103]. Kurzkettige Fettsduren stellen
die schwichste und Hydroxamséuren die effektivste ZBG dar [20]. Die in dieser Arbeit
verwendeten HDAC3-Inhibitoren RGFP966 und BG45 gehdren zu einer neuen Klasse,
den N-(o-Aminophenyl)-Carboxamiden [169-171].

Aktivitdt und Spezifitit von HDACi

Die Mitglieder der vier gdngigen HDACi-Klassen variieren wesentlich in Aktivitdt und

Spezifitit und konnen aufgrund dessen charakterisiert werden [23, 35].
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Hydroxamsduren: Hydroxamsduren konnen verschiedene HDAC-Isoformen nicht

unterscheiden [21, 40]. Daher inhibieren sie meistens als pan-HDACi relativ
unspezifisch alle Mitglieder der Klasse I und II, teilweise jedoch auch Klasse IV, im
niedrigen bis intermedidren nM-Bereich [35, 36]. Bekannte Hydroxamsduren sind
SAHA, Belinostat, Panobinostat, Trichostatin A (TSA), Resminostat, Givinostat,
Dacinostat und Pracinostat [25]. Drei von vier zugelassenen HDACi sind somit
Hydroxamsduren [20]. Man vermutet jedoch, dass sie aufgrund ihres unspezifischen
Charakters und durch die Koordinierung von anderen Metalloenzymen vermehrt

Nebenwirkungen und Off-Target-Effekte in Patienten induzieren konnen [40].

Kurzkettige Fettsduren: Kurzkettige Fettsduren wie z.B. Valproinsdure, Natrium-

Butyrat und Pivanex [25, 36] inhibieren Klasse I und Ila HDACs und sind mit einer
inhibitorischen Aktivitit im mM-Bereich die am wenigsten potenten HDACi [35, 58].

Benzamide: Benzamide inhibieren primér Klasse I HDACs bei intermedidren nM-
Konzentrationen [35, 36]. Sie vermitteln hédufig eine starke Zeit-abhingige zellulédre
inhibitorische Aktivitdt bei nur maBigen in vitro 1Csy (mittlere inhibitorische Konzentra-
tion)-Werten, da sie oft eine slow-binding-Aktivitit haben, bei der vor der Zn>'-
Koordinierung zunichst intramolekulare Wasserstoffbriicken geldst werden miissen [36,
40, 172, 173]. Viele Benzamide haben eine hohe Potenz gegeniiber HDACI1-3, aber
nicht gegeniiber HDACS [174]. Dies liegt vermutlich daran, dass das aktive Zentrum
von HDACI-3 hoch konserviert ist, HDACS jedoch im Vergleich erhebliche Struktur-
unterschiede aufweist [174]. In der préklinischen oder klinischen Forschung haufig

verwendete Benzamid-HDAC: sind Entinostat, Mocetinostat und Rocilinostat [25, 36].

Zyklische Peptide (Thiole): Zyklische Peptide sind die strukturell komplexesten HDACi

[44, 58]. Bekannte Mitglieder sind Romidepsin, Apicidin und Trapoxin, wobei
Romidepsin insgesamt am besten charakterisiert ist [25, 58]. Im niedrigen nM-Bereich
inhibieren sie vorrangig HDACs der Klasse I, bei hoheren Konzentrationen jedoch auch
Klasse I HDACs [35]. Die Gruppe der zyklischen Peptide enthélt verschiedene ZBGs,

wobei Thiole, neben elektrophilen Ketonen, die hdufigsten sind [36].
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1.4.3 Molekulare Mechanismen und Phénotypen von HDACi

Die HDACi-Funktionsweise kann auf drei verschiedenen Ebenen betrachtet werden:
Inhibition der HDAC-Enzymaktivitdt, dadurch induzierte molekulare Mechanismen und
Verdnderungen des zelluldren Phénotyps. Die Ebenen werden sowohl durch kanonische

epigenetische als auch durch indirekt- und nicht-epigenetische Prozesse reguliert [35].

Inhibition der HDAC-Enzymaktivitdit

HDAC: sind kompetitive Inhibitoren, die an das katalytische Zentrum binden und so die
enzymatische Funktion blockieren [32]. Hydroxamséuren z.B. fiihren ihre aliphatische
Kette in die tubuldre HDAC-Tasche ein und vermitteln die Inhibition durch zweifache
Zn”*"-Koordinierung und durch Ausbildung von multiplen AS-Kontakten innerhalb des
katalytischen Zentrums [36, 44, 46, 60]. Zuséatzlich konnen CAP-Gruppen den Zugang
blockieren oder die HDACi-Bindung ans aktive Zentrum verstarken [20, 23, 36, 40, 60].

Molekulare Mechanismen

Urspriinglich ging man davon aus, dass HDACi primér iiber eine kanonische epigeneti-
sche Modulation der Genexpression wirken und die Expression wichtiger reprimierter
Schliisselgene wiederherstellen [21, 22]. Dies wiirde die an der Karzinogenese
beteiligten Signalwege spezifisch beeinflussen [44]. Inzwischen weil man jedoch, dass
auch nicht-epigenetische Effekte von HDACi entscheidend sind, wie etwa die

Acetylierung von Nicht-Histon-Substraten [22, 44, 105].

Insgesamt wird der Einfluss von HDACi auf Zellen iiber die folgenden fiinf miteinander
interagierenden Mechanismen vermittelt: (1) Dekondensierung des Chromatins durch
Histon-Hyperacetylierung und einhergehende Expressionsverdnderungen, (2) Modifi-
zierung des Acetylierungsstatus an Promotoren spezifischer Gene und anschlieBende
Regulation der Genexpression, (3) Acetylierung verschiedener Transkriptionsfaktoren
und Regulation ihrer Aktivitidt, (4) Acetylierung weiterer Nicht-Histon-Substrate und
Vermittlung nicht-transkriptioneller Effekte und (5) Interaktionsstorungen zwischen
HDACs und Korepressoren bzw. Kofaktoren (Aufzidhlung aus [35]). Diese Mechanis-
men sind unterschiedlich stark beteiligt und vermitteln vielfaltige Phinotypen, die von
diversen Bedingungen abhidngen [23] wie Zellkontext (Ursprung, genetische und
epigenetische Anomalien), Inhibitor (Art, Substanzklasse, Konzentration bzw. Dosis),
spezifisch inhibierte HDACs und HDAC-Komplexe, Hyperacetylierung definierter

Substrate, Behandlungsdauer und extrazelluldire Umgebung [23, 41, 60, 105, 115].
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HDAC

Induktion von Apoptose (intrinsisch > extrinsisch)

7 Pro-apoptotische Proteine
| Anti-apoptotische Proteine
Cytochrom c-, AlIF- und SMAC-Freisetzung
| Mitochondriales Membranpotential
1 BID-Spaltung und -Aktivierung
7 TRAIL, DR4, DR5, FAS und FASLG
| Caspase-Inhibitoren
Aktivierung von Caspase-3, -8 und -9
JNK-Aktivierung
T Pro-apoptotischen Ceramids Sphingolipid

Inhibition von Angiogenese
| HIF-1a, VEGF, VEGFR, EGFR

Induktion von Autophagie
Inaktivierung von mTOR
Ac. von Atg3

Induktion von ER-Stress
Stérung der Aggresombildung
Ac. von GRP78

Storung der Chaperonprotein-Funktion

| HSP90-Aktivitat

Inhibition von EMT
1 E-Cadherin
| Kollagen Typ |

Inhibition der Proteasomfunktion
Metabolismus-Stérungen
Induktion von Seneszenz

Inhibition von Zellmigration
Terminale Differenzierung
Aktivierung von PP1
Immunmodulation

Chromatinremodellierung
Korepressor- und Kofaktorstérungen
| STAT3/5

Transkriptionsregulation
Histonhyperacetylierung und
Dekondensierung des Chromatins
Ac. von spezifischen Promotoren
Ac. von Transkriptionsfaktoren

Raktivierung von Tumorsuppressor-microRNAs

Induktion und Akkumulation von DNA-Schaden
und Inhibition der DNA-Reparatur
ROS-Generierung und -Akkumulierung
| Antioxidant Trx
1 TBP2 (Bindung und Inhibition von Trx)

Ac. von Ku70, FEN1, MDC1, DNAPK, ATM
| DNA-Reparaturproteine (RAD50, MRE11, Ku70, Ku80,
DNAPK, BRCA1, RAD51, Chk1)

Fehlerhafte Rekrutierung von Reparaturproteinen zu Foci

Stérung des S-Phase-Kontrollpunktes/Inhibition der DNA-Replikation

Zellzyklus-Stérungen
G1-oder G2/M-Zellzyklusarrest
T p21
Deregulation von Cyclinen
Storungen von Zellzyklus-Kontrollpunkten
Mitosespindel-Stérungen und mitotischer Zelltod

Abbildung 7: HDACi-Mechanismen und zelluliire Phiinotypen in malignen Zellen. HDACi vermit-
telte Effekte auf maligne Zellen und die zu Grunde liegenden epigenetischen und nicht-epigenetischen
Mechanismen. Hauptsdchlich modifiziert nach [25] und nach [22, 23, 35, 44, 60, 103, 105, 175-177].
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Haufige HDACi-vermittelte Phénotypen von malignen Zellen sind Inhibition der
Proliferation, Zellzyklusarrest bzw. -stérungen, terminale Zelldifferenzierung, Apoptose
und Angiogenese-Inhibition [23, 40, 41, 60, 105]. Die Féhigkeit in malignen Zellen
selektiv Apoptose zu induzieren wird haufig als primérer Grund fiir das therapeutische
HDAC:i-Potential postuliert [36]. Zusétzlich kann Zelltod durch mitotische Katastrophe,
Autophagie, Seneszenz und ROS (reactive oxygen species)-vermittelt auftreten [23, 25,
105, 178, 179]. Weitere bekannte Phénotypen sind in Abb. 7 dargestellt. Im Folgenden
werden im Rahmen dieser Arbeit wichtige HDACi-Phanotypen und ihre Mechanismen

erldutert (angelehnt an [23, 25, 35, 103, 105]).

Zellzyklusarrest und -storungen: HDACi storen die Zellzyklusprogression und

induzieren einen Gl- oder G2/M-Zellzyklusarrest, indem sie mit verschiedenen
Zellzyklus-Regulatorproteinen interagieren oder ihre Expression verdndern [25, 44]. Ein
G1-Arrest wird dabei primér durch transkriptionelle Verdnderungen induziert [23], u.a.
wird hdufig eine Cyclin-Deregulation, wie etwa Repression von Cyclin A und D1, und
Induktion von endogenen Inhibitoren des Zellzyklus, wie p21, pl5, p19, pl6 und p57,
beobachtet [23, 25, 35, 44, 103, 105]. Der HDACi-vermittelte G2/M-Arrest ist weniger
gut verstanden [23]. Er assoziiert ebenfalls mit einer p21-Induktion; somit ist p21 nach
HDACi-Behandlung sowohl an der Hemmung der Gl-Progression und des G1/S-
Uberganges als auch am G2/M-Ubergang beteiligt und ist der am hiufigsten HDACi-
induzierte Faktor [44, 105]. Die Entstehung eines G1- oder G2/M-Arrestes hingt
vermutlich von der HDACi-Konzentration ab [105]. Niedrige Konzentrationen sollen
primir einen G1- und hohe Konzentrationen sowohl einen G1- als auch G2/M-Arrest
induzieren konnen [105]. Neben Expressionsdnderungen haben auch Stérungen von
Zellzyklus-Kontrollpunkten, besonders Mitosespindel-Storungen mit folgendem
mitotischen Zelltod [180, 181], eine wichtige Funktion bei den HDACi-vermittelten
Zellzyklusstorungen (siehe [25, 103, 105]).

Apoptose: HDACi aktivieren und regulieren apoptotische Prozesse iiber verschiedene
Faktoren und Signalwege [105], entweder indirekt iiber veranderte Expression wichtiger
Gene oder direkt durch biochemische Verdnderungen in der Zelle und Expressions-
unabhingig [44]. Die intrinsische mitochondriale Apoptose stellt den Hauptmechanis-
mus des HDACi-vermittelten Zelltods dar [105]. Zusitzlich tritt vermehrt der extrinsi-
sche Todesrezeptor-Signalweg auf [103]. Dieser ist durch eine erhohte Expression von

Todesrezeptoren (DR4/5 (death receptor 4/5), FAS (Fas cell surface death receptor)),
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thren Liganden (TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand),
FASLG (Fas ligand)) und durch eine geringere c-FLIP (FLICE-like inhibitory protein)-
Expression charakterisiert [23, 25, 35, 36, 44, 105]. Bei der HDACi-vermittelten
intrinsischen Apoptose kommt es dagegen zur Induktion pro-apoptotischer Faktoren,
Inhibition anti-apoptotischer Faktoren sowie Cytochrom c-, AIF (apoptosis inducing
factor)- und SMAC (second mitochondria-derived activator of caspase)-Freisetzung
aus dem mitochondrialen Intermembranraum und Aktvierung von Effektorcaspasen [25,
35, 103, 105]. Zusitzlich zur Induktion klassischer intrinsischer und extrinsischer
Apoptose  wurden BID (BH3 interacting domain death agonist)-Spaltung
und -Aktivierung, JINK (c-Jun N-terminal kinase)-Aktivierung und Induktion des pro-
apoptotischen Ceramids Sphingolipid beobachtet [182-188] (beschrieben in [35, 44,
103]). Spaltung und Aktivierung von BID koppelt den intrinsischen und extrinsischen

Weg miteinander [103].

Induktion und Akkumulation von DNA-Schiden und Inhibition der DNA-Reparatur:

HDACi-vermittelte DNA-Schiaden werden durch multiple Mechanismen induziert wie
ROS-Generierung, Inhibition der Transkription bzw. Funktion von antioxidanten
Proteinen und DNA-Reparatur-Faktoren [35]. In malignen Zellen scheinen vor allem
ROS-vermittelter oxidativer Stress und dadurch induzierte DNA-Schiden einen
wichtigen Anteil an HDACi-Effekten zu haben, da der ROS-Generierung haufig
Apoptose oder Seneszenz folgen [44, 182, 189, 190]. HDACI regulieren oxidativen
Stress auf verschiedenen Ebenen z.B. durch reduzierte Expression von Radikalfingern
wie Thioredoxin (Trx) und erhohte TBP2 (thioredoxin-binding protein-2)-Expression
[190, 191] (siehe [23, 25, 35, 44, 103, 105]). Durch die erhéhte TBP2-Expression wird
Trx vermehrt gebunden und so zusétzlich inhibiert [105]. Ein weiterer wichtiger Aspekt
bei der HDACi-vermittelten Induktion und Akkumulation von DNA-Schiden ist die
DNA-Schadensantwort [35]. Haufig wird eine Interferenz mit verschiedenen DNA-
Reparaturprozessen (homolog, nicht-homolog, BER (base excision repair)- und NER
(nucleotide excision repair)) beobachtet, die auf transkriptioneller Repression, Acetylie-
rungs-bedingter Inhibition oder fehlerhafter Rekrutierung von Proteinen der DNA-
Schadensantwort und -Reparatur basiert (beschrieben in [23, 35, 103]). Zusétzlich
konnen HDACi durch Replikationsstress DNA-Schéden und Zelltod induzieren. Dieser
ist durch Storungen des S-Phase-Kontrollpunktes und Inhibition der DNA-Replikation
charakterisiert [22, 23, 103]. Dabei scheint eine HDAC1-3-Inhibition entscheidend zu

sein, da diese Enzyme vermehrt an aktiven Replikationsstellen lokalisiert sind [22, 192].
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1.4.4 Limitationen von HDACi und mogliche Losungsansétze

In klinischen Anwendungen werden hiufig ernsthafte Limitationen der HDACi deutlich
[21]: niedrige Effizienz bei soliden Tumoren im Vergleich zu hdmatologischen Neo-
plasien [21, 58, 60, 193], Off-Target-Toxizitdten und erhebliche Nebenwirkungen [21],
schwierige Patientenauswahl [20], geringe HDACi-Stabilitdt und -Bioverfiigbarkeit [20,
21], Resistenzen [194, 195] und Fehlen von pradiktiven und prognostischen Markern
[41]. Einige Limitationen und mdgliche Losungsansdtze werden im Folgenden

beschrieben (in Anlehnung an [20-23, 36]).

Geringe Effektivitit bei soliden Tumoren: Durch eine HDACi-Monotherapie kann in

Patienten mit soliden Tumoren im Idealfall eine Stabilisierung, jedoch selten ein
signifikantes antineoplastisches Ansprechen erzielt werden [21]. Dies gilt auch fiir
HDACI, die bereits zur Behandlung von hidmatologischen Erkrankungen zugelassen
sind [21, 58]. Diese Ineftizienz widerspricht préaklinischen in vitro- und in vivo-Studien,
bei denen eine HDACi-Behandlung meistens starke antineoplastische Effekte und

signifikanten Zelltod induziert [22].

Um diese Differenz zwischen soliden und héamatologischen Neoplasien bzw.
praklinischen und klinischen Daten zu erklédren, existieren erste begriindete Theorien.
So konnten Erkrankungen mit spezifischen HDAC-rekrutierenden hédmatologischen
Onkoproteinen, wie z.B. BCL6 (B cell leukemia/lymphoma 6), PML-RARa (promyelo-
cytic leukemia-retinoic acid receptor o), PLZF-RARa (promyelocyte leukemia zinc
finger-retinoic acid receptor o) und AMLI-ETO (acute myeloid leukemia [-eight
twenty one fusion protein), besonders effizient auf eine HDACi-Behandlung ansprechen
[22]. Dem widerspricht, dass das CTCL nicht durch solch ein Onkoprotein
charakterisiert ist, aber gerade dafiir die ersten zwei HDACi zugelassen wurden [22].
Fotheringham et al. 2009 zeigten hingegen eine positive Korrelation zwischen der
HR23B (RAD23 homolog B)-Expression, die besonders hoch in CTCL-Zellen ist, und
dem HDACi-Ansprechen [196]. Zusétzlich konnten Instabilitdt und geringe Halbwerts-
zeiten von HDAC1, in Kombination mit der eingeschriankten Zugénglichkeit von soliden
Tumoren im Vergleich zu hamatologischen Neoplasien, eine weitere Erklarung fiir ihre

niedrige Effektivitit liefern [21].

25



1 Einleitung

Nebenwirkungen: Bei der klinischen Anwendung von HDACi werden vielféltige Dosis-

limitierende Nebenwirkungen beobachtet, wie Miidigkeit, gastrointestinale Symptome
(Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall, Appetitlosigkeit), Myelosuppression, Verinderungen
im Blutbild (Thrombozytopenie, Neutropenie), neurologische Effekte und kardiale
Toxizitdten, wie z.B. Herzrhythmusstérungen [22, 25, 32, 36, 41, 60].

Auswahl von Patienten: Aufgrund der bisher erfolgten klinischen Studien wird

postuliert, dass die Patientenauswahl fiir die HDACi-Behandlung unvorteilhaft ist und
zum geringen Ansprechen auf die Therapie beitrdgt [20, 22, 23]. Um die Effektivitit zu
steigern, sollten vor allem diejenigen Tumore mit HDACi behandelt werden, an deren
Initiation und Progression HDACs direkt beteiligt sind [20]. Problematisch ist auch,
dass die meisten HDACi-Studien auf Patienten in einem spéten refraktiren Stadium
limitiert sind, bei denen eine klassische Chemotherapie fehlgeschlagen ist [22, 23].
Chemotherapien basieren oft auf einer Storung der DNA-Replikation, aullerdem wird
ein Teil der HDACi-Effekte ebenfalls durch eine Replikations-Stérung induziert [22].
Auch gibt es Hinweise darauf, dass ein intaktes Immunsystem fiir die HDACi-
Effektivitiat wichtig ist [23, 197]. Immunosupprimierte Patienten, z.B. solche die bereits
eine Chemotherapie erhalten haben, konnten also weniger sensitiv auf HDACi reagieren

[23].

Resistenzen: HDACi-Resistenzen werden in verschiedensten Entititen beobachtet und
diese werden iiber vielfdltige Mechanismen reguliert: Deregulationen und Mutationen
von HDACs [158, 198, 199], aktiver HDACi-Efflux iiber iiberexprimierte Membran-
transporter, HSP90-Hyperacetylierung [198], p21-Deregulation [200, 201], Aktivierung
spezifischer Signalwege (JAK-STAT (janus kinase-signal transducer and activator of
transcription), MAPK [202], NF-xB (nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells) und PI3K/AKT (v-akt murine thymoma viral oncogene) [203]),
Induktion spezifischer Faktoren (anti-apoptotische Proteine [183], Antioxidantien, FGR
(Gardner-Rasheed feline sarcoma viral (v-fgr) oncogene homolog) [204] und SRC-3
(steroid receptor coactivator-3) [205]), Uberexpression von IGF2 (insulin-like growth
factor 2) und Aktivierung des Signalweges [206, 207], G2/M-Kontrollpunkt-
Aktivierung und Caspase-3/7-vermittelte Apoptose [208] (teilweise zit. aus [23, 25,
103, 105, 194, 195]).
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Gleichzeitig konnen HDACi dazu dienen, bereits vorhandene Resistenzen gegeniiber
klassischen Chemotherapeutika und anderen Substanzen, wie Paclitaxel, Erlotinib,
Rituximab, Temozolomid, Trastuzumab, Gemcitabin, Bortezomib und Navitoclax, zu
tiberwinden [124, 135, 209-216]. Fiir das Mammakarzinom wurde z.B. eine Korrelation
zwischen einer erhohten HDAC2-Expression und verschiedenen Resistenzproteinen
sowie einer geringeren Uberlebensrate nach einer Chemotherapie mit Anthracyclinen
nachgewiesen [143]. Des Weiteren wurde in Zellen des multiplen Myeloms gezeigt,
dass HDACI1-3 die Sensitivitdt gegeniiber Proteasominhibitoren und anderen Agenzien
bestimmen konnen [216]. Diese Zusammenhdnge konnten moglicherweise durch eine

gezielte Klasse I HDAC-Inhibition genutzt werden.

Mogliche Losungsansdtze

Es werden verstdarkt Strategien verfolgt, um diese Limitationen von HDACi zu
iiberwinden [21]: Entwicklung von Isoform-selektiven HDACi, Prodrugs und dualen
Molekiilen [20, 21], Kombinationstherapien [217, 218], lokalisierte Wirkstoft-
Verabreichung auf oder in das maligne Gewebe [21] und selektive Gewebe- und
Zelltypverteilung iiber einen spezifischen Transport oder Aktivierung in definierten
Bereichen [20, 21]. Gemeinsames Ziel ist es systemische Toxizititen zu umgehen,
indem die HDACi-Effizienz an spezifischen Stellen erhdht und zugleich die Toxizitdt
verringert wird [21].

Isoform-selektive HDACi: Selektive HDACi konnten eine Zuordnung von Toxizititen

zu spezifischen HDACs ermoglichen [22, 40]. Damit kdnnte untersucht werden, ob sie
im Vergleich zu pan-HDACi eine hohere therapeutische Effizienz und weniger
Nebenwirkungen vermitteln und somit besser flir den klinischen Einsatz geeignet sind
[28, 58]. Mit selektiven HDACi koénnte man spezifisch diejenigen HDACs hemmen, die
in einer bestimmten Neoplasie dereguliert vorliegen, und so moglicherweise Dosis-
limitierende Nebenwirkungen vermeiden, die aus einer Inhibition nicht-deregulierter
HDAC:s resultieren [35]. Insgesamt konnten Isoform-selektive HDACi jedoch stirkere
Effekte haben als ihr inhibitorisches Profil vermuten ldsst, wenn z.B. die Aktivitit eines
Multiproteinkomplexes von einer einzelnen HDAC-Isoform abhingt [23]. Auch konnte
die in gewissem Mafle vorhandene Redundanz von homologen Isoformen den Effekt

der selektiven Inhibition minimieren [21].
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Bislang sind vor allem Klassen-selektive HDACi entwickelt worden [21, 40, 60, 174].
Es sind nur wenige wirklich selektive HDACi verfiigbar, z.B. gegen HDAC3
(RGFP966 und BG45), HDAC6 (Tubacin und Tubastatin) und HDACS [169-171, 219,
220] (zit. aus [21, 23]) (siehe auch [167]). Fortschritte in der Entwicklung von selek-
tiven HDACi konnte die Methode von Bantscheff et al. 2011 bringen. Mit dieser kann
die HDACi-Affinitdt gegeniiber nativen HDAC-Multiproteinkomplexen, im Gegensatz
zu aufgereinigten und dissoziierten Deacetylasen, und somit die Affinitdt fiir die
tatsdchlichen in vivo-Zielmolekiile, bestimmt werden kann [70]. Dadurch konnte gezeigt
werden, dass einige HDACi unterschiedliche Affinititen gegeniiber verschiedenen
Komplexen haben, obwohl diese die gleichen HDACs enthalten [70]. Zusétzlich
wurden unterschiedliche Bindungskinetiken dhnlicher HDACi fiir verschiedene
Komplexe detektiert [172]. Dies konnte erkldren, warum sich die klinische Effizienz
von HDACI, die primdr die gleichen HDACs hemmen, deutlich voneinander unter-
scheiden kann [25]. Wichtig ist auch, in welchem Umfang diverse HDACi zelluldre
Acetylierungs-Muster verdndern. Hierzu zeigten Scholz et al. 2015 durch Massen-
spektrometrie, dass viele HDACi die Acetylierung eines kleinen, spezifischen Anteils
des Acetyloms (@ 6,2 % von >8100 Acetylierungs-Stellen), inklusive Histone und

Chromatin-assoziierter Proteine, beeinflussen [221].

1.4.5 Charakterisierung der verwendeten Klasse | HDACi

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von elf verschiedenen HDACi auf UC-Zelllinien
sowie urotheliale und nicht-urotheliale Kontrollzellen untersucht (siche auch [34]). Als
praferentiell HDAC1/2-selektive Inhibitoren dienten Romidepsin (1, FK228, zyklisches
Peptid) [222], Givinostat (2, ITF2357, Hydroxamséure) [223], Entinostat (3, MS-275,
SNDX-275, Benzamid) [224] und Mocetinostat (4, MGCDO0103, Benzamid) [225]. Der
Inhibitor 4SC-202 (5, Benzamid) hemmt HDAC1-3 [226]. RGFP966 und BG45 (6 und
7, beides N-(o-Aminophenyl)-Carboxamide) sind HDAC3-selektiv [169-171]. Fiir die
HDACS8-Inhibition wurden die HDACi compound 2, 5 und 6 (8-10, Hydroxamséauren)
verwendet [227]. SAHA (11, Vorinostat, Hydroxamsdure) diente als pan-HDACi [228,
229]. Die Strukturen und genauen Spezifititen bzw. Eigenschaften dieser HDACi
konnen Abb. 8 und Tab. 3 des Anhangs A entnommen werden. Im Folgenden werden

die verwendeten HDACi Romidepsin und 4SC-202 beispielhaft charakterisiert.
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Abbildung 8: Strukturformeln der in dieser Arbeit verwendeten HDACI. Die Strukturen wurden mit
dem Programm Accelrys Draw Academic (San Diego, USA) mit Vorlagen der Datenbank NCBI Pub-
Chem Compound (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) erstellt. Die Strukturen von compound 2, 5 und 6
stammen aus Krennhrubec et al. 2007 [227]. Siche auch [34]. Die Farbgebung der Atome ist wie folgt
definiert: H-Wasserstoff, O-Sauerstoff, N-Stickstoff, ~-Schwefel und F-Fluor.
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Romidepsin

Romidepsin ist ein bizyklisches Depsipeptid, welches initial aus Chromobacterium
violaceum isoliert wurde [230, 231]. Es besitzt keine offensichtliche ZBG, sondern eine
intramolekulare Disulfidbindung, die intrazellulir zu einer Zn*'-koordinierenden
funktionellen Sulthydrylgruppe konvertiert wird [222] (beschrieben in [36, 58]). Damit
ist Romidepsin ein Prodrug und ist in vitro hoch selektiv und potent gegen HDACI1 und
2 [222]. Zusitzlich vermittelt Romidepsin eine relativ starke Zn2+-K00rdinierung und
verbindet somit starke inhibitorische Aktivitdit mit hoher Isoform-Selektivitit [21].
Zudem zeigten kinetische BRET (bioluminescence resonance energy transfer)-
Analysen eine lange und stabile intrazelluldre Bindung von Romidepsin an HDAC1 und
2, im Vergleich zu anderen priferentiellen Klasse I HDACIi, was vermutlich ebenfalls

zur hohen Potenz dieses Inhibitors beitrdgt [232].
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Romidepsin gehort zu den am besten charakterisierten Klasse I HDACI. Priklinisch
wurden viele antineoplastische Effekte in diversen Zellarten nachgewiesen, wie etwa
Inhibition der Zellproliferation, ROS-Generierung, DNA-Replikationsstérungen,
Induktion und Anreicherung von DNA-Schiden, Zellzyklusarrest, Apoptose, Inhibition
der Tumorneovaskularisierung, Storung der HSP90-Chaperonfunktion und Degradation
von Fusionsproteinen [169, 192, 233-240] (beschrieben in [22, 25]). Des Weiteren
wurden bereits Synergien mit vielen anderen Substanzen, wie Fludarabin, Clofarabin,
Busulfan, 5-Azacytidin, Bortezomib, Gemcitabin, Erlotinib, Flavopiridol, Paclitaxel,
Cisplatin und Decitabin sowie Strahlentherapie beschrieben [241-245]. Zusétzlich dient
Romidepsin zur Entwicklung neuer auf seiner Struktur basierender selektiver HDACi

[246, 247].

45C-202

4SC-202 ist ein neuer oral verfligbarer Klasse I HDACi mit einer hohen metabolischen
Stabilitdt und einem guten pharmakologischen Sicherheitsprofil [226]. 4SC-202 zeigt
starke antineoplastische Effekte in diversen Karzinomzellen und Xenograft-
Tumormodellen [226]. Diese Effekte werden u.a. durch H3-Hyperacetylierung, G2/M-
Zellzyklusarrest, Zelltod und durch eine Storung bei der Ausbildung von mitotischen
Spindeln vermittelt [226]. Zusidtzlich wurde in vitro eine erhdhte Immunogenitit
detektiert. Passend dazu zeigen in vivo-Studien eine stirkere Infiltration von Immun-

zellen in die Tumormikroumgebungy4

. Die antineoplastische 4SC-202-Aktivitit kann
durch Kombination mit anderen Substanzen bzw. therapeutischen Antikorpern selektiv
erhoht werden, z.B. mit Oxaliplatin, AKT-spezifischen Inhibitoren und mit anti-PD-1
(programmed cell death I)-Antikérpern [203]°. Interessanterweise wird eine PD-1-
Therapie auch als neue Behandlungsoption fiir das UC diskutiert und zeigt bereits

vielversprechende Ergebnisse in klinischen Studien [248].

3 Daten wurden von 4SC beim ,,2016 Annual Meeting of the American Society of Clinical Oncology*
(Chicago, USA) im Juni 2016 prasentiert und sind online unter http://www.4sc.de/de erhiltlich.

* Daten wurden von 4SC bei der ,,3rd Immunotherapy of Cancer“-Konferenz (Miinchen, Deutschland) im
Mirz 2016 prisentiert und sind online unter http://www.4sc.de/de erhéltlich.
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4SC-202 ist ein Benzamid-Typ HDACi mit einer langsamen ON-Kinetik, der HDAC1-3
und die Lysin-spezifische Demethylase LSDI inhibiert [226, 249]°. Zusitzlich
moduliert 4SC-202 die morphogenen Signalwege WNT (wingless) und Hedgehog®.
Detaillierte praklinische Analysen von 4SC-202 liegen bislang fiir Zellen des Kolorek-
tal-, Leberzell- und Pankreaskarzinoms sowie initial fiir Medulloblastom-Zellen vor
[203, 250-252]. In allen Studien wurde eine starke 4SC-202-vermittelte Inhibition der
Proliferation und/oder signifikante Induktion intrinsischer Apoptose beschrieben [203,
250-252]. Einige dieser Studien deuten darauf hin, dass 4SC-202 selektive
antineoplastische Eigenschaften hat, da weder in normalen epithelialen Kolonzellen,
noch in Hepatozyten signifikante anti-proliferative oder zytotoxische Effekte detektiert
werden konnten [203, 250]. AuBerdem zeigt ein Xenograft-Modell des Kolorektal-
karzinoms starken 4SC-202-Respons ohne signifikante Toxizitdten fiir das Tier [203].
Zusitzlich fand bereits eine erste klinische Evaluation von 4SC-202 in einer Phase I
Studie (TOPAS) fiir die Behandlung fortgeschrittener hidmatologischer Krebs-
erkrankungen statt [253]. Insgesamt wurde eine gute Vertraglichkeit und Wirksamkeit
von 4SC-202 mit einem objektiven Respons und Stabilisierung der Krankheit in 83 %

der Patienten nachgewiesen [253].

> Daten wurden von 4SC beim ,,6th Annual EpiCongress 2015 (Boston, USA) im Juli 2015 prisentiert
und sind online unter http://www.4sc.de/de erhiltlich.

% Daten wurden von 4SC beim ,MMC Cancer Stem Cell Symposium 2014“ (San Francisco, USA) im
Februar 2014, beim ,,Keystone Symposium Stem Cells and Cancer 2014 (Banff, Kanada) im
Februar 2014 und bei der ,,AACR-NCI-EORTC Molecular Targets and Cancer Therapeutics*
Konferenz (Boston, USA) im November 2015 préisentiert und sind online unter
http://www.4sc.de/de erhéltlich.

7 Daten wurden von 4SC beim ,,2016 Annual Meeting of the American Society of Clinical Oncology*
(Chicago, USA) im Juni 2016 prasentiert und sind online unter http://www.4sc.de/de erhiltlich.
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1.5 Expression und Inhibition von HDACs im UC

In den meisten Publikationen zur Expression von HDACs und deren Inhibition im UC
wird eine Uberexpression von einzelnen oder mehreren Klasse I HDACs in UC-
Tumorgeweben oder -Zelllinien auf RNA- und Proteinebene beschrieben [126, 254-
258]. Klasse Ila HDACs scheinen in UC-Zelllinien eher herunter reguliert zu sein [255].
Dieser Befund muss jedoch noch weiter validiert werden, da eine andere Studie eine
Uberexpression von HDAC4 mit Hilfe von Immunhistochemie (IHC) von

Tumorgeweben im Vergleich zu Normalgeweben zeigt [259] (siehe auch [34]).

Préaklinische Untersuchungen in UC-Zelllinien und Tiermodellen mit verschiedenen
HDAC: (meist pan-HDACi) und mittels Modulation spezifischer HDACs deuten darauf
hin, dass die Behandlung vom UC mit HDACi durchaus erfolgreich sein kann. Es
wurden u.a. Hemmung der Zellproliferation, Migration und Klonogenitét, Zellzyklus-
arrest, p21-Induktion, Apoptose und verringertes Tumorwachstum beobachtet [234,
254, 255, 258, 260-279]. Diese Effekte konnten durch Kombinationen mit weiteren
Substanzen zusétzlich verstirkt werden [277, 280-291] (siehe auch [34]). In klinischen
Studien mit pan-HDACi, wie SAHA oder Belinostat (als Monotherapeutikum oder in
Kombination mit weiteren antineoplastischen Agenzien), hat sich jedoch bislang nur ein

geringer Respons bei vergleichsweise niedriger Tolerabilitdt gezeigt [34].

In Tab. 4 des Anhangs B ist eine Studieniibersicht iiber HDACs und HDACi im UC
dargestellt (A - Expression, B — Priklinische Untersuchungen, C — Priklinische
Kombinationen und D — Klinische Studien). Durch die beobachtete Uberexpression von
Klasse I HDACs in Verbindung mit der vermeintlichen Repression von Klasse Ila
HDAC:s stellt sich die Frage, ob durch den Einsatz von Klasse I selektiven HDACi, wie
z.B. Romidepsin, Givinostat und 4SC-202, im Vergleich zu pan-HDAC: ein stirkerer
Effekt auf UC-Zellen erzielt werden kann und sich die Nebenwirkungen abschwichen

lassen.
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2 ZIELSETZUNG

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Klasse | HDACs (HDACI, 2, 3 und 8) im UC
und den Fragen, welche Bedeutung Deregulationen ihrer Expression fiir das UC haben
und ob eine zielgerichtete Inhibition dieser Enzyme ein sinnvoller therapeutischer
Ansatz im UC ist. Die Beantwortung dieser Fragen sollte insbesondere ermdglichen, ein
optimales HDAC-Wirkspektrum im UC zu definieren. Dariiber hinaus soll untersucht
werden, ob eine spezifische Inhibition einzelner oder mehrerer Klasse I Enzyme mit
spezifischen HDACi Vorteile gegeniiber der Behandlung mit unspezifischen pan-
HDAC: erbringen kann.

Um diesen Fragestellungen detailliert nachzugehen, wurde die Modulation der Klasse I
HDAC-Aktivitdt sowohl tiber siRNA-vermitteltem Knockdown als auch iiber pharma-
kologische Inhibition mit verschiedenen Klasse I HDACi (compound 2, 5 und 6,
Romidepsin, Givinostat, Entinostat, Mocetinostat, 4SC-202, RGFP966 und BG45) im
Vergleich zum pan-HDACi SAHA durchgefiihrt. Um dabei dem heterogenen Spektrum
urothelialer Karzinome gerecht zu werden, wurden nach der Modulation (einzelne
spezifische Isoenzyme oder in Kombination) ausgewéhlte Parameter an bis zu sieben
unterschiedlich differenzierten UC-Zelllinien (RT-112, 5637, VM-CUBI1, SW-1710,
639-V, UM-UC-3 und T-24) untersucht. Nach siRNA-vermitteltem Knockdown spezi-
fischer HDACs wurden zelluldre Parameter wie Viabilitéit, Klonogenitit, Zellzyklus und
Caspase-3/7-Aktivitdt bestimmt. Um zu analysieren, welche Effekte Klasse I HDACi
auf die zelluldren Eigenschaften von UC-Zelllinien haben, wurden folgende Parameter
bestimmt: Viabilitdt, Klonogenitét, Zellzyklus, Migrationsfahigkeit, Seneszenz, Caspa-
se-3/7-Aktivitdit und LDH (lactate dehydrogenase)-Freisetzung. In beiden Ansitzen
wurde die Expression von HDACs und Markern durch qRT-PCR (quantitative real-time
polymerase chain reaction), Western-Blot und IHC verfolgt. Durch die Verwendung
von bis zu sieben unterschiedlichen UC-Zelllinien wurden die biologische Heterogenitét
des UC und die Variabilitdit der HDAC-Expression abgedeckt. Zur Kontrolle der
Spezifitit fiir Tumorzellen wurden zusétzlich ausgewdhlte Experimente in bis zu fiinf
verschiedenen Kontrollzellen durchgefiihrt: urotheliale HBLAK (spontaneously
immortalized normal human bladder cell line) [292], TERT-NHUC (hTERT-immortalised
normal human urothelial cells) und NUC (normal urothelial control) Zellen sowie
nicht-urotheliale HEK-293 (human embryonic kidney cell 293) und VHF (Humane
Vorhautfibroblasten) Zellen (siehe auch [34, 167]).
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Im Speziellen sollten folgende Fragestellungen untersucht werden:

l.

Stellt eine spezifische Modulation von HDACS eine therapeutische Option im UC
dar? Neben einem siRNA-vermitteltem Knockdown von HDACS wurden zur
Klarung dieser Fragestellung die drei verschiedenen HDACS8-spezifischen HDACi
compound 2, 5 und 6 und der pan-HDACi SAHA verwendet (siche Kap. 3).

Das zweite Teilprojekt beschéftigte sich mit der gezielten Inhibition von HDACI1
und 2 im UC. Einerseits sollte gekliart werden, ob eine kombinierte Inhibition dieser
beiden Isoenzyme, im Vergleich zu einer Einzel-Inhibition, einen stirkeren antineo-
plastischen Effekt in UC-Zelllinien hat. Dieser Aspekt wurde durch einen siRNA-
vermittelten Einzel- oder Doppelknockdown in fiinf UC-Zelllinien untersucht.
Andererseits wurde eruiert, ob eine kombinierte pharmakologische Inhibition von
HDACI1 und 2 (Romidepsin, Givinostat, Entinostat, Mocetinostat) die therapeuti-
sche Effizienz im Vergleich zum pan-HDACi SAHA erhéhen kann. Um das
Nebenwirkungsspektrum bei einer moglichen Therapie abschétzen zu kénnen und
zu untersuchen, ob ein therapeutisches Fenster erschlossen werden kann, wurden die
Experimente zusétzlich in der urothelialen Kontrollzelllinie HBLAK und der nicht-
urothelialen Kontrollzelllinie HEK-293 durchgefiihrt. Dariiber hinaus wurden RNA-
Expressionsanalysen, nach kombiniertem HDAC1/2-Knockdown und Behandlung
mit Romidepsin, Givinostat oder SAHA, in den beiden UC-Zelllinien VM-CUBI1
und UM-UC-3 durchgefiihrt (siche Kap. 4).

Der dritte Teil dieser Arbeit beschéftigte sich mit dem Klasse I HDACi 4SC-202,
dessen Wirkspektrum vor allem HDACI, 2 und 3, aber auch LSD1 umfasst. Mittels
4SC-202 sollte untersucht werden, ob durch eine zusétzliche Inhibition von HDAC3
die antineoplastische Wirkung einer kombinierten Hemmung von HDAC1/2 erhoht
wird und additive Effekte in UC-Zellen detektiert werden konnen. Zusitzlich sollte
analysiert werden, welchen Einfluss die vermittelte LSD1-Inhibition auf die durch
4SC-202 induzierten Effekte hat. 4SC-202 wurde ebenfalls in urothelialen HBLAK
und nicht-urothelialen HEK-293 Zellen getestet. Dies stellt die erste detaillierte
Charakterisierung von 4SC-202 im UC dar (sieche Kap. 5).

Die letzte Fragestellung zielte auf eine siRNA-vermittelte und pharmakologische
Inhibition (RGFP966, BG45) von HDAC3 ab. Dabei galt es herauszufinden, welche
Bedeutung Verdnderungen in der HDAC3-Expression fiir UC-Zelllinien haben und
ob die Modulation von HDAC3 in UC-Zelllinien anders wirkt als die Inhibition der
stark homologen Isoenzyme HDAC1 und 2 (siehe Kap. 6).
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3.1 Zusammenfassung und Diskussion

Histone deacetylase 8 is deregulated in urothelial cancer but not a target for efficient

treatment

Autoren: Maria Lehmann' (jetzt Pinkerneil), Michéle J Hoffmannl, Annemarie

Koch', Scott M Ulrich?, Wolfgang A Schulz', Giinter Niegisch'

Journal: Journal of Experimental & Clinical Cancer Research 2014, 33:59.

1Urologisches Forschungslabor, Heinrich-Heine-Universitit, Medizinische Fakultat, Diisseldorf

Institut fiir Chemie, Ithaca College, Ithaca, NY 14850, USA
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Dieses Kapitel fasst die Publikation Lehmann et al. 2014 [293] zusammen (siche
Kap. 3.2), die Bestandteil dieser kumulativen Dissertation ist. Klasse I HDACs sind in
vielen verschiedenen Krebsentitdten mit der Entwicklung und Progression von Tumoren
assoziiert. Im vorangegangenen Projekt des Urologischen Forschungslabors zur
Untersuchung des HDAC-Expressionsprofils im UC wurde eine Deregulation von
Klasse I HDACs beobachtet [255]. In dieser Studie wurden insgesamt 18 UC-Zelllinien
(sechs papilldre und zehn invasive UC-Zelllinien sowie die Urotheldysplasie-Zelllinie
MGH-U4 und die Plattenepithelkarzinom-Zelllinie SCABER) im Vergleich zu sechs
normalen uroepithelialen Kulturen sowie UC-Tumorgewebe im Vergleich zu
Normalgewebe (24 UC-Tumorgewebe, zwolf Normalgewebe) untersucht [255] (siehe
auch [34]). Fir HDACS aus der Klasse I war sowohl im Zelllinien- als auch im
Gewebeset eine Deregulation der mRNA beobachtet worden. Im verwendeten
Gewebeset nimmt HDACS eine Sonderrolle ein, da nur diese Isoform der humanen
HDAC-Familie signifikant iiberexprimiert vorliegt (p = 0,002) [255] (siehe auch Tab.
4A in Anh. B und [34]).
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Die Expression von HDACS8 wurde bereits in einer Reihe von weiteren Tumorentitéten,
darunter Kolon-, Lungen-, Mamma-, Prostata-, Leberzell- und Pankreaskarzinom sowie
besonders aufwendig im Neuroblastom untersucht [114, 130, 131, 153]. Im
Neuroblastom korreliert eine hohe HDACS-Expression mit geringerem Uberleben und
schlechten prognostischen Markern [153]. Ein siRNA-vermittelter Knockdown der
HDACS-Expression oder Hemmung der HDACS8-Aktivitit durch den spezifischen
Inhibitor compound 2 fiihrte in kultivierten Neuroblastom-Zellen zu einer Inhibition der
Proliferation, vermindertem klonogenen Wachstum und Zelldifferenzierung [153].
Zusitzlich wurde die Wirksamkeit einer HDAC8-Modulation in einzelnen weiteren
Tumorentitdten erforscht. In T-Zell-Lymphom-Zelllinien fiihrt eine HDACS-spezifische
Inhibition mit PCI-34051 zu einer selektiven Apoptose-Induktion [294]. In Leberzell-
karzinom-Zelllinien kommt es nach spezifischem HDAC8-Knockdown zu einer

verminderten Proliferation und erhohter Apoptoserate [131].

Basierend auf der deutlichen Deregulation von HDAC8 im UC [255] und den
vielversprechenden Ergebnissen im Neuroblastom [153] war das Ziel dieses Projektes
zu analysieren, ob eine spezifische HDAC8-Modulation eine therapeutische Option im
UC darstellen konnte [293]. Dazu haben wir zwei verschiedene Ansitze in fiinf UC-
Zelllinien mit unterschiedlichem Phénotyp und distinktem HDACS8-Expressionsprofil
(RT-112, VM-CUBI1, SW-1710, 639-V, UM-UC-3) verfolgt; einerseits einen siRNA-
vermittelten Knockdown und andererseits eine spezifische pharmakologische Hemmung
mit drei verschiedenen Inhibitoren und anschlieBender Untersuchung zelluldrer
Eigenschaften (Viabilitdt, Klonogenitit, Zellzyklus und Migrationsfahigkeit). Bei den
Inhibitoren handelt es sich um neu entwickelte HDACS-spezifische Naphtho-
Hydroxamsduren (compound 2, 5 und 6), die von Prof. Dr. Ulrich (Ithaca College NY,
USA) synthetisiert und initial charakterisiert wurden [227]. Die Expression von HDACs

und Biomarkern wurde mittels qRT-PCR oder Western-Blot Analyse quantifiziert.

Eine effiziente Hemmung der endogenen HDACS8-Expression mit Hilfe einer spezifi-
schen siRNA fiihrte zu einer Zelltyp-abhingigen Verringerung der Proliferation (nach
72 Stunden Inkubationszeit um 20 bis 45 %) und einer Abnahme der klonogenen
Wachstumsfahigkeit (um bis zu 30 %). Die drei verschiedenen HDACS8-Inhibitoren
compound 2, 5 und 6 hemmten die Proliferation der UC-Zelllinien unterschiedlich stark.
Die Inhibitoren compound 5 und 6 waren am wirksamsten, mit ICso-Werten zwischen

9,1 und 10,8 uM (nach 72 Stunden). Auffillig war, dass Zellen mit einem epithelialen
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Phinotyp, wie RT-112, sensitiver auf die Inhibitoren reagierten als Zellen mit einem
mesenchymalem Phinotyp, wie UM-UC-3. Im Vergleich dazu lag der ICs-Wert von
compound 2 fiir alle untersuchten Zelllinien bei {iber 50 uM. Auch die Hemmung des
klonogenen Wachstums war stark von Zelllinie und Substanz abhéngig. Die stirksten
Effekte wurden nach Behandlung mit compound 5 und 6 in den Zelllinien VM-CUBI,
SW-1710 und UM-UC-3 beobachtet. Aus diesem Grund wurde ein weiterer Parameter
zur Untersuchung der pharmakologischen HDACS-Inhibition in Form eines
Wundheilungs-Assays hinzugezogen. Besonders fiir die Zelllinien VM-CUBI1 und
UM-UC-3 wurde eine starke Hemmung der Migration nach Behandlung mit compound

5 und 6 festgestellt.

Der Einfluss der HDACS8-Modulation auf die Zellzyklusverteilung wurde durch
Durchflusszytometrie bestimmt. Ein siRNA-vermittelter HDAC8-Knockdown fiihrte
nur in einer von fiinf Zelllinien zu einer signifikanten Verschiebung der Zellzyklusver-
teilung, die sich in einer Verringerung der S-Phasen-Fraktion dufBlerte. Im Gegensatz
dazu fiihrte die pharmakologische HDACS8-Inhibition mit compound 5 und 6 zu einer
signifikanten Zunahme der subGl-Fraktion (zwei von fiinf Zelllinien) und zu einer
signifikanten Abnahme der G1-Fraktion (vier von fiinf Zelllinien). Des Weiteren konnte
in vier von finf Zelllinien eine deutliche Zunahme der G2/M-Fraktion nach Behandlung
mit compound 5 oder 6 beobachtet werden. Compound 2 16ste keine signifikanten

Zellzykluseffekte aus [293].

Um die durch die HDACS8-Modulation ausgelosten Effekte genauer zu untersuchen
wurde die Expression bekannter nachgeschalteter Zielgene, wie des Proliferations-
markers Thymidylat-Synthase (TS) oder p21, bestimmt. Zusdtzlich wurde die Spaltung
des Apoptosemarkers PARP1 (poly (ADP-ribose) polymerase 1) und der Acetylierungs-
status von a-Tubulin analysiert, um die Spezifitdt der HDACS8-Inhibitoren zu validieren.
Nach dem siRNA-vermittelten HDACS8-Knockdown und der pharmakologischen
HDACS-Inhibition verdnderten sich TS und p21 unterschiedlich stark zwischen den
verschiedenen Behandlungs-Optionen und Zelllinien. Eine auf Apoptose hindeutende
PARPI1-Spaltung war nur in einzelnen Ansdtzen und Zelllinien nachweisbar. Die
a-Tubulin Acetylierung, normalerweise vermittelt durch die Klasse IIb HDAC6, nahm
nach HDACS8-Knockdown leicht zu und stark nach Behandlung mit compound 5 und 6
[293]. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass diese Inhibitoren weitere HDACs

hemmen, besonders HDAC6 aus der Klasse IIb. Weiterhin wurde der
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Acetylierungsstatus von Histon H3 und H4 nach HDAC8-Knockdown oder -Inhibition
quantifiziert. Es wurden jedoch nur vereinzelte, leichte Verdnderungen in der H4-

Acetylierung und gar keine Verdnderungen in der H3-Acetylierung nachgewiesen [293].

Um auszuschlieBen, dass es durch die gezielte HDACS-Modulation zu einer
Kompensation durch Gegenregulation der anderen Klasse I HDACs kommt, wurde
zusétzlich die Expression von HDACI1, 2 und 3 bestimmt. Auf mRNA-Ebene konnten
signifikante Deregulationen dieser Isoenzyme nachgewiesen werden. Speziell scheinen
nach einem spezifischen HDAC8-Knockdown entweder HDAC1 oder HDAC2 mRNA
herauf reguliert zu werden, allerdings in begrenztem Umfang. Nach pharmakologischer
Inhibition und auf Proteinebene wurden dagegen einzelne Verdnderungen, jedoch ohne
erkennbares Muster, beobachtet. Insgesamt scheint es keine ausgeprigten gerichteten
Kompensationsmechanismen nach einer spezifischen HDAC8-Modulation zu geben

[293].

Obwohl die mRNA- und Protein-Expression von HDACS8 in vielen UC-Zelllinien
dereguliert vorliegt, hat eine HDACS8-Modulation nur geringe signifikante Effekte auf
die Zellproliferation, Klonogenitdt und Migration. Sie stellt daher keine geeignete
therapeutische Option im UC dar [293]. Ob eine selektive HDACS-Inhibition in
Kombination mit herkdmmlichen Chemotherapeutika oder weiteren spezifischen
Substanzen synergistisch wirken kann, miisste in einer weiteren Studie untersucht
werden. AuBBerdem wire eine genauere Analyse moglicher weiterer Zielmolekiile der

Inhibitoren compound 5 und 6 sinnvoll.
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Dieses Kapitel fasst die Publikation Pinkerneil et al. 2016a [295] zusammen (siche
Kap. 4.2), die Bestandteil dieser kumulativen Dissertation ist. Die Klasse I HDACs 1
und 2 sind, neben ihrer Funktion als transkriptionelle Korepressoren, maf3geblich an der
Regulation weiterer wichtiger zelluldrer Prozesse beteiligt, wie z.B. DNA-Replikation,
DNA-Reparatur, Mitose und SpleiBen [22, 53, 60]. Mehrere unabhéngige
Untersuchungen haben nachgewiesen, dass HDAC1, HDAC2 und weitere Mitglieder
der humanen Klasse I HDAC-Familie im UC héaufig iiberexprimiert vorliegen [126,
254-256, 258] (siehe auch Tab. 4A in Anh. B und [34]). Von daher sollten sie gute
Zielmolekiile fiir die Therapie des UC darstellen. Dariiber hinaus sprechen diverse
praklinische Studien fiir therapeutisches Potential von HDACi im UC (siehe Tab. 4B in
Anh. B und [34]). Das Ziel dieser Untersuchung war daher die Validierung einer
spezifischen Hemmung von HDACI und 2 fiir die Behandlung des UCs [295].

Um einen mdglichst breiten Ansatz zu gewihrleisten und die starke Heterogenitédt des
UCs [1] abzudecken, wurden zur Untersuchung flinf verschiedene UC-Zelllinien mit
unterschiedlichem HDAC1/2-Expressionsprofil und Phénotyp, von eindeutig epithelial
zu mesenchymal, ausgewdhlt (RT-112, VM-CUBI1, SW-1710, 639-V, UM-UC-3).
Zusatzlich wurden vier benigne Zelllinien (HBLAK [292], TERT-NHUC, HEK-293

und VHF) in die Untersuchungen einbezogen.
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Detaillierte Analysen wurden fiir die UC-Zelllinien VM-CUB1 und UM-UC-3 sowie
die Kontrollzellen HBLAK [292] (urothelial) und HEK-293 (nicht-urothelial)
durchgefiihrt. Die HDACI- und HDAC2-Aktivitdit wurde durch zwei verschiedene
experimentelle Ansidtze moduliert. Einerseits durch einen siRNA-vermittelten Knock-
down und andererseits durch spezifische pharmakologische Hemmung mit vier fiir
HDAC1/2 oder Klasse I HDAC spezifischen Inhibitoren (Romidepsin [222], Givinostat
[223], Entinostat [296] und Mocetinostat [225]) [295]. Der spezifische siRNA-
vermittelte Knockdown erlaubte es, die Expression von HDACT1 oder 2 einzeln oder in
Kombination zu modulieren. Fiir die anschlieBende Analyse der Auswirkungen auf die
Zellen wurden verschiedene Methoden zur Untersuchung der Expression von HDACs
und verschiedenen Markern (qRT-PCR, Western-Blot, Immunzytochemie) und der
zelluldren Eigenschaften (Viabilitits-, Klonogenitits-, Caspase-3/7-, Seneszenz- und
LDH-Zytotoxizitdts-Assay, Durchflusszytometrie) angewendet. Zusétzlich wurden
detaillierte RNA-Expressionsdaten nach siRNA-vermittelter oder pharmakologischer
Modulation der HDAC1/2-Aktivitiat in VM-CUB1 und UM-UC-3 Zellen erhoben [295].

Ein spezifischer kombinierter Knockdown von HDACI und 2 inhibierte signifikant und
Zelllinien-abhéngig die Proliferation (nach 72 Stunden bis zu 80 %) und die Klonogeni-
tat aller UC-Zelllinien. Verschiedene Parameter deuteten auflerdem auf die Induktion
eines Apoptose-dhnlichen Zelltodes hin. Dazu gehdren eine erhohte subG1-Fraktion in
den Zellzyklus-Messungen, eine Steigerung der Caspase-3/7-Aktividt und die Spaltung
der Apoptose-Marker PARP1 und Caspase-3. Nach spezifischen Einzelknockdowns von
HDACI1 oder HDAC2 waren die Effekte auf die Zellen deutlich geringer; offenbar
wegen einer starken, wechselseitigen, kompensatorischen Beeinflussung zwischen
HDACI und 2, die sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene erfolgte [295]. Dieser
kompensatorische Mechanismus wurde bereits in priklinischen Studien an anderen
Tumorentititen und Zellsystemen beobachtet [108, 109, 160, 297-299] (beschrieben in
[22, 41, 53]).

Aus diesem Grund wurden fiir den pharmakologischen Ansatz Klasse I HDACi
ausgewdhlt, die beide Isoenzyme hemmen und moglichst wenig Wirkung auf die
anderen humanen HDACs ausiiben (siche Tab. 3 in Anh. A). Romidepsin, Givinostat,
Entinostat und Mocetinostat reduzierten die Proliferation der untersuchten UC-

Zelllinien signifikant (ICsg 3,36 nM bis 4,59 uM nach 72 Stunden).
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Das effektivste Dosiswirkungsverhéltnis in UC-Zelllinien lag bei den Inhibitoren
Romidepsin (ICsp 3,36 bis 6,47 nM nach 72 Stunden) und Givinostat (ICsy 0,39 bis 0,63
UM nach 72 Stunden) vor, die aus diesem Grund fiir weitere detaillierte Analysen
ausgewihlt wurden. Bei der Untersuchung der zelluldren Eigenschaften von VM-CUB1
und UM-UC-3 Zellen nach Behandlung mit Romidepsin oder Givinostat wurden
deutliche morphologische Verinderungen, starke Hemmung der Klonogenitét und eine
starke Deregulation des Zellzyklus detektiert, auch im Vergleich zu dem pan-HDACi
SAHA. Diese Effekte waren in den nicht transformierten Kontrollzellen HBLAK und
HEK-293 schwicher ausgeprigt. Speziell in den urothelialen Kontrollzellen HBLAK
scheint ein zytostatischer Seneszenz-dhnlicher Zustand ausgelost zu werden. Im
Gegensatz zum siRNA-vermittelten Einzelknockdown loste die pharmakologische
Inhibition von HDACI und 2 in UC-Zelllinien keine signifikanten Expressions-

verdnderungen von relevanten Klasse | HDACs aus [295].

Im weiteren Verlauf wurden zwei Fragestellungen vertieft: Zum einen wurde die
auffillige Zellzyklus-Deregulation genauer untersucht, zum anderen der ausgeldste
Zelltodmechanismus. Die durch Romidepsin und Givinostat induzierte Zellzyklus-
Deregulation zeichnete sich nach einer Behandlungszeit von 24 Stunden durch eine
stark ausgeprigte G2/M-Fraktion (mit bis zu 75 % Zellanteil) aus. Mit fortschreitender
Behandlungszeit (48 Stunden) entstand - Zelllinien-abhédngig - meist ein Profil, das
durch starke UnregelméBigkeiten und daher nicht quantifizierbare Zellfraktionen
gekennzeichnet war. Genauere Analysen der Zellzyklus-abhéngigen Cyclin-Expression
und der Zellkernmorphologie sowie aufwendige RNA-Expressionsstudien deuteten
darauf hin, dass die HDACi Stérungen in der Mitose und eine daraus resultierende
verldngerte G2/M-Phase im ersten Zellzyklus induzieren [295]. Dazu tragt wahrschein-
lich bei, dass viele UC-Zelllinien Storungen im G1/S-Kontrollpunkt aufweisen [300].
Im néchsten Zellzyklus kommt es daher vermutlich zu S-Phasen-Stérungen und einen
irreversiblen Arrest-dhnlichen Zustand, der schlussendlich in einem priméar nicht-
apoptotischen Zelltod resultiert, bei dem vermutlich sowohl apoptotische als auch

nekrotische Prozesse involviert sind [295].

Um eine genaue Charakterisierung der ausgelosten Prozesse und der molekularen
Vorginge nach kombiniertem HDACI1/2-Knockdown oder HDACi-Behandlung
(Romidepsin, Givinostat, SAHA) zu erhalten, wurden umfassende Analysen der RNA-
Expression liber Microarrays in den Zelllinien VM-CUBI1 und UM-UC-3 durchgefiihrt
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[295] (GEO (gene expression omnibus) ldentifikationsnummer: GSE74478, Details
siche Kap. 4.2). Insgesamt lagen in beiden Versuchsansidtzen bemerkenswert viele
Transkripte differentiell exprimiert vor. Beim siRNA-vermittelten HDACI1/2-
Doppelknockdown konnten nach Benjamini-Hochberg FDR (false discovery rate)
Adjustierung (p(corr)-Wert < 0,01) 3449 (VM-CUBI1) bzw. 7036 (UM-UC-3)
verdnderte Transkripte identifiziert werden. Von diesen hatten beide Zelllinien 1417
Transkripte gemeinsam. Nach HDACi-Behandlung wurden in VM-CUBI Zellen 6020
(Romidepsin), 4995 (Givinostat) bzw. 2233 (SAHA) differentielle Transkripte nach
Bonferroni FWER (familywise error rate) Adjustierung (p(corr)-Wert < 0,05) identifi-
ziert. In UM-UC-3 Zellen waren unter den gleichen Bedingungen 3780 (Romidepsin),
3383 (Givinostat) bzw. 1642 (SAHA) Transkripte in ihrer Expression verdndert. Die
Inhibitoren Romidepsin und Givinostat hatten insgesamt 4211 (VM-CUBI) bzw. 1962
(UM-UC-3) Transkripte gemeinsam, von denen ein groBer Teil (VM-CUB1 2551;
UM-UC-3 1106) ausschlieflich nach Behandlung mit Romidepsin und Givinostat, nicht
aber mit SAHA, differentiell exprimiert vorlag [295]. Zur Charakterisierung der
ausgelosten Prozesse und der molekularen Vorginge wurden GO (Gene Ontology)-
Datenbankanalysen mittels DAVID (Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery)-Software und verschiedenen Vergleichen durchgefiihrt. Zu den
Analysen gehorte z.B. ein Vergleich der differentiell exprimierten Gene zwischen den
beiden Zelllinien und verschiedenen HDACi-Kombinationen oder dem HDACI1/2-
Doppelknockdown. Zusitzlich wurden diejenigen Transkripte (167) analysiert, die
beiden Zelllinien, sowohl nach Romidepsin- und Givinostat-Behandlung als auch nach

HDACI1/2-Doppelknockdown, gemeinsam waren [295].

Die Datenbankanalyse ergab, dass diejenigen Gene, die durch Romidepsin und
Givinostat in beiden Zelllinien signifikant verdndert waren, insbesondere an der
Regulation folgender Prozesse beteiligt sind: Zellzyklus (oft mitotische Prozesse, CDK-
Aktivitdt), Replikation, Chromosomenorganisation, Antwort auf DNA-Schiden,
Zellproliferation und metabolische Prozesse. Diese Ergebnisse passen zu den auffilligen
Zellzyklus-Deregulationen, die nach Romidepsin- und Givinostat-Behandlung in beiden
Zelllinien ausgelost werden [295]. Betrachtet man diejenigen Gene, die nach
Behandlung mit allen drei Inhibitoren einheitlich differentiell exprimiert vorlagen,
werden Unterschiede zwischen VM-CUB1 und UM-UC-3 Zellen deutlich. Wahrend bei
VM-CUBI1 Zellen dhnliche Prozesse wie durch Behandlung mit Romidepsin oder
Givinostat allein reguliert werden (Zellzyklus, Mitose, Replikation, Antwort auf DNA-
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Schiaden, Zellproliferation und metabolische Prozesse), zeigen UM-UC-3 Zellen
auffillige Verdnderungen in Prozessen, die mit endogenen chemischen Signalen,
verschiedenen metabolischen Prozessen und Zellproliferation assoziiert sind [295]. Im
Vergleich dazu zeigt die GO-Datenbankanalyse, dass diejenigen Gene, die signifikant
durch einen HDAC1/2-Doppelknockdown verédndert sind, in VM-CUBI1 Zellen vorwie-
gend an der Regulation von Zelltodmechanismen (apoptotische und anti-apoptotische
Prozesse, programmierter Zelltod), jedoch auch an Angiogenese, Entwicklungs-
prozessen und Zellbewegung beteiligt sind. In UM-UC-3 Zellen dominieren wiederum
Metabolismus-assoziierte Prozesse. Zusitzlich kommen Antwort auf DNA-Schiden,
Zelltodmechanismen und Zellzyklus-Regulation hinzu [295]. Fasst man diese
Ergebnisse zusammen, scheint der auffilligste Unterschied zwischen den beiden Arten
der HDAC1/2-Modulation in VM-CUB1 und UM-UC-3 Zellen die Regulation von
Zellzyklus- und Zelltodmechanismen zu sein. Nach HDACi-Behandlung liegen
tiberwiegend Zellzyklus-assoziierte Transkripte differentiell exprimiert vor, wohingegen
nach HDACI1/2-Doppelknockdown vor allem Expressionsverdnderungen in
Transkripten detektiert werden, die an der Regulation von Zelltodmechanismen beteiligt
sind. Eine zusidtzliche Analyse der 167 gemeinsam verdnderten Transkripte (Romi-
depsin, Givinostat und HDAC1/2-Doppelknockdown in VM-CUBI und UM-UC-3)
ergab, dass in beiden Wegen Transkripte beeinflusst werden, die mit Zellzyklus (Arrest,
Mitose), Zellproliferation, Immunantwort und der Regulation von Zelltodmechanismen
assoziiert sind. Auffillige Transkripte in dieser Gruppe sind p21, ein etablierter Marker
der HDAC-Inhibition in verschiedenen Entitdten, und das Gen CTGF (connective tissue

growth factor), welche in beiden Zelllinien auffallig stark induziert waren [295].

Insgesamt ldsst sich aus diesen Experimenten der Schluss ziehen, dass eine kombinierte
Inhibition der HDACI- und HDAC2-Aktivitdt eine vielversprechende Behandlungs-
moglichkeit fiir das UC darstellt. Waihrend der Doppelknockdown in einem
iiberwiegend apoptotischen Zelltod resultiert, fiihrt die Inhibition mit Romidepsin oder
Givinostat zu einer gestorten Zellzyklus-Progression mit irreversiblem Arrest und einer
Mischform aus apoptotischem und nekrotischem Zelltod. Hervorzuheben ist, dass die
Kontrollzellen, im speziellen die urotheliale HBLAK, eher einen zytostatischen Arrest
entwickeln, jedoch ihre Féhigkeit zur Langzeit-Proliferation beibehalten. Dies konnte
ein therapeutisches Fenster flir die UC-Behandlung mit Klasse I HDACi erschlieSen
[295].

45



4 Publikation 2

Name des Journals: Molecular Cancer Therapeutics
Impact Factor: 5,683 (2015)
Eigener Anteil an der Arbeit: 70 %

Autorenschaft: Erstautor

46



4 Publikation 2

4.2 PUBLIKATION 2

Pinkerneil M, Hoffmann MJ, Deenen R, Kohrer K, Arent T, Schulz WA, Niegisch G

Inhibition of class I histone deacetylases 1 and 2 promotes
urothelial carcinoma cell death by various mechanisms.

Molecular Cancer Therapeutics 2016, 15:299-312.

Link: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26772204

47



5 Publikation 3

5 PUBLIKATION 3

5.1  Zusammenfassung und Diskussion

Evaluation of the Therapeutic Potential of the Novel Isotype Specific HDAC Inhibitor
4SC-202 in Urothelial Carcinoma Cell Lines

Autoren: Maria Pinkerneil (geb. Lehmann), Michele J Hoffmannl, Hella Kohlhofz,
Wolfgang A Schulz', Giinter Niegisch1

Journal: Targeted Oncology 2016, 11:783-798.

1Urologisches Forschungslabor, Heinrich-Heine-Universitit, Medizinische Fakultat, Diisseldorf

24SC AG, Martinsried

Finanzierung: Einzelférderung Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG NI 1398/1-1);
Bereitstellung des HDAC-Inhibitors 4SC-202 und Ubernahme der Publikationskosten
durch die 4SC AG (Martinsried).

Dieses Kapitel fasst die Publikation Pinkerneil et al. 2016b [301] zusammen (siche
Kap. 5.2), die Bestandteil dieser kumulativen Dissertation ist. 4SC-202 ist ein neuer
niedermolekularer und oral verfiigbarer Klasse I HDACi aus der Stoffklasse der
Benzamide. Das Wirkspektrum von 4SC-202 umfasst HDACI, 2 und 3 und zeigt im
Vergleich zu anderen Klasse I HDACi eine langsame ON-Kinetik. Neben der Inhibition
dieser HDAC-Isoenzyme wird durch 4SC-202 die Lysin-spezifische Demethylase
LSDI in einem klinisch relevanten Umfang gehemmt®. Priklinische Studien haben
ergeben, dass 4SC-202 in einer groBen Anzahl von Karzinom-Zelllinien und Xenograft-
Tumormodellen fiir verschiedene Krebsentititen eine erhebliche antineoplastische
Wirkung zeigt [226]. Des Weiteren gibt es zwei kiirzlich erschienene detaillierte
Studien, die sich mit dem Einsatz von 4SC-202 fiir die Behandlung des Kolorektal- und
Leberzellkarzinoms beschéftigen [203, 250]. Dariiber hinaus wurde bereits eine
klinische Phase I Studie (TOPAS) fiir die Behandlung fortgeschrittener hamatologischer
Krebserkrankungen mit 4SC-202 durchgefiihrt [253].

¥ Daten wurden von 4SC beim ,,6th Annual EpiCongress 2015 (Boston, USA) im Juli 2015 prisentiert
und sind online unter http://www.4sc.de/de erhéltlich.
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Klasse I HDACs liegen im UC hiufig tiberexprimiert vor [126, 254-256, 258] (siche
Tab. 4A in Anh. B und [34]). Die vorangegangene Untersuchung Pinkerneil et al. 2016a
[295] ergab zudem, dass eine gemeinsame pharmakologische Inhibition von HDAC1/2
eine gute therapeutische Option im UC bietet. Daher war das Ziel dieser Studie zu
untersuchen, ob durch eine zusétzliche Inhibition von HDAC3 mit 4SC-202 ein
verstirkter Effekt in UC-Zelllinien erzielt werden kann (siehe auch [34]). Gleichzeitig
sollte analysiert werden welchen Einfluss die durch 4SC-202 vermittelte zusitzliche
LSD1-Inhibition auf die induzierten Effekte hat. AuBBerdem ist dies die erste detaillierte
Charakterisierung der Wirkung des spezifischen HDACi 4SC-202 fiir das UC und eine

der wenigen auf3erhalb der firmeninternen Forschung.

Um das therapeutische Potential von 4SC-202 zu bestimmen, wurden die sieben UC-
Zelllinien RT-112, 5637, VM-CUBI1, SW-1710, 639-V, UM-UC-3 und T-24 mit
unterschiedlichem Klasse I HDAC-Expressionsprofil verwendet [255, 295]. Durch
diese Auswahl der Zelllinien war einerseits eine Vergleichbarkeit mit den zuvor durch-
gefiihrten Studien [293, 295] gewihrleistet. Andererseits decken diese Zelllinien durch
ihren unterschiedlichen Phénotyp, von stark epithelial zu stark mesenchymal, auch die
ausgepragte Heterogenitit des UCs ab [1]. Als Kontrollzellen dienten HBLAK
(urothelial) [292], TERT-NHUC (urothelial) und HEK-293 (nicht-urothelial).
Detaillierte Untersuchungen wurden fiir die UC-Zelllinien VM-CUB1 und UM-UC-3
und die Kontrollzellen HBLAK und HEK-293 durchgefiihrt. Nach der Bestimmung der
ICso-Werte  von  4SC-202  mittels MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid)-Assay wurden spezifische zelluldire Prozesse nach
Behandlung mit zwei definierten 4SC-202-Konzentrationen untersucht. Dazu wurden
Viabilitits-, Klonogenitits-, Caspase-3/7-, Seneszenz- und LDH-Zytotoxizitéts-Assays
sowie Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Zusdtzlich wurden verschiedene Methoden
zur Expressionsanalyse von HDACs und typischen Markern fiir die zelluldre Reaktion
auf HDACi angewendet (QRT-PCR, Western-Blot, Immunzytochemie). Die urotheliale
Kontrollzelle HBLAK [292] wurde zur Analyse der antineoplastischen Wirkung von
4SC-202 auf nichtproliferative Konfluenz-arretierte oder differenzierte Zellen mittels
MTT-Assay genutzt. Dazu wurden die Zellen nach einem publizierten Protokoll durch

die Behandlung mit CaCl, und FCS (fetal calf serum) differenziert [302].
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Um zu untersuchen inwieweit die durch 4SC-202 vermittelte Inhibition von LSD1 zur
Wirkung des Inhibitors in UC-Zellen beitrdgt, wurden zusitzliche Kombinations-
experimente mit dem LSDI1-Inhibitor SP2509 durchgefiihrt. Dabei fand ein direkter
Vergleich der Wirkung von 4SC-202 gegen einen Klasse I HDACi oder den LSDI-
Inhibitor, allein oder in Kombination, statt (Romidepsin, SP2509, Romidepsin/SP2509
und SAHA). Als zelluldre Parameter fiir die Untersuchung der LSD1-Inhibition dienten
Viabilitdt, Klonogenitit, Zellzyklus und Morphologie der UC-Zelllinien VM-CUB1 und
UM-UC-3. Diese Experimente sind vor allem deswegen interessant, weil fiir
Glioblastom-, Mammakarzinom- und AML (Akute myeloische Leukédmie)-Zellen
bereits synergistische Effekte zwischen einer kombinierten HDAC- und LSDI1-

Inhibition nachgewiesen wurden [303-306].

4SC-202 verminderte die Proliferation aller untersuchten UC-Zelllinien signifikant,
unabhingig von ihrem Klasse I HDAC-Expressionsprofil, mit ICso-Werten von 0,15 bis
0,51 uM nach 72 Stunden Behandlung. In den Kontrollzellen HBLAK, TERT-NHUC
und HEK-293 lagen die ICsp-Werte bei 0,38, 0,27 und 0,20 pM 4SC-202.
Nichtproliferative Konfluenz-arretierte oder differenzierte HBLAK Zellen zeigten im
Vergleich zu proliferierenden undifferenzierten Zellen eine deutlich niedrigere
Sensitivitidt gegeniiber 4SC-202. Zwischen Konfluenz-arretierten und differenzierten
HBLAK Zellen wurden jedoch insgesamt nur sehr geringe Unterschiede beziiglich der
Inhibition der Viabilitit durch 4SC-202 gemessen [301].

Nach Behandlung mit zwei definierten 4SC-202-Konzentrationen (0,5 und 2,5 pM fiir
24 und 48 Stunden) kam es in UC-Zellen zu deutlichen morphologischen
Verdanderungen und einer Konzentrations-abhdngigen starken Inhibition des klonogenen
Wachstums [301]. Wie bereits fiir die Inhibitoren Romidepsin und Givinostat
beschrieben [295], scheint nach Behandlung mit der niedrigeren 4SC-202-
Konzentration (0,5 uM) in den urothelialen Kontrollzellen HBLAK ebenfalls ein
zytostatischer Seneszenz-dhnlicher Zustand induziert zu werden. Bei einer Behandlung
der HBLAK Zellen mit der hoheren Konzentration von 4SC-202 (2,5 uM) und in
HEK-293 Zellen (0,5 und 2,5 puM 4SC-202) tritt dagegen ein Phédnotyp mit
apoptotischen Merkmalen auf, der mit einer starken Inhibition der Klonogenitét

einhergeht [301].
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Im weiteren Verlauf der Studie wurden Experimente zur Untersuchung des durch
4SC-202-induzierten Zelltodmechanismus durchgefiihrt. Dabei lag der Schwerpunkt auf
der Identifizierung und Quantifizierung von apoptotischen und nekrotischen Prozessen.
In allen Zelllinien wurde eine signifikante Erhohung der Caspase-3/7-Aktivitit
nachgewiesen, besonders nach der Behandlung mit der hoheren 4SC-202-Konzentration
(2,5 uM). Hervorzuheben ist, dass bei den urothelialen Kontrollzellen HBLAK nur ein
transienter Anstieg der Caspase-3/7-Aktivitit nach 24 Stunden beobachtet wurde, der
sich nach 48 Stunden normalisierte. Weitere Hinweise fiir apoptotische Prozesse stellen
die deutliche Erhohung der PARPI1-Spaltung und eine erhohte Fraktion von pro-
apoptotischen Zellen in den durchflusszytometrischen Messungen der Annexin/PI
(Propidiumiodid)-Féarbungen dar [301]. Es gibt jedoch auch Hinweise darauf, dass es
sich bei dem durch 4SC-202-induzierten Zelltodmechanismus ebenfalls um eine
Mischform von apoptotischen und nekrotischen Prozessen handelt. Dazu gehort eine
signifikant erh6hte LDH-Freisetzung in UM-UC-3 Zellen und eine leichte Erhohung der
nekrotischen Fraktion in den Annexin/Pl-basierten durchflusszytometrischen

Messungen [301].

Zur genaueren Charakterisierung der Zelltod-induzierenden Prozesse wurden zuséitzlich
Zellzyklus-Analysen nach 4SC-202-Behandlung durchgefiihrt. Das durch 4SC-202
induzierte Zellzyklusprofil zeichnet sich durch eine ausgepriagte G2/M-Fraktion (bis zu
85 %) aus. Ein klar definierter Anstieg der G2/M-Fraktion tritt vor allem in den UC-
Zelllinien nach 24-stiindiger Behandlung mit 2,5 uM 4SC-202 auf. Das Zellzyklusprofil
der urothelialen HBLAK-Kontrollzellen unterscheidet sich mit einer erhéhten subG1-
Fraktion deutlich von dem Profil der UC-Zelllinien. Nach 48-stiindiger Behandlung
entsteht speziell bei der hoheren 4SC-202-Konzentration in UC-Zelllinien ein
unregelméBiges ,,gezacktes* Profil, das keine Zuordnung zu einzelnen Zellzyklus-
Phasen und somit keine Quantifizierung mehr zulédsst [301]. Eine mogliche Erklarung
fiir diese Phinomene ist ein gestdrter und verldngerter Durchlauf der Mitose, der zu
einer unregelméfBigen Verteilung der DNA an die Tochterzellen und schlussendlich zu
einem apoptotischen oder nekrotischen Zelltod fiihrt. Dies konnte auch durch die
Untersuchung der Zellkernmorphologie mit einem erhohten Anteil von irreguldren
Mitosen und stark fragmentierten Zellkernen mit vielen Mikronuklei bestdtigt werden.
In der Summe stellen die vielfaltigen, durch 4SC-202-induzierten Verdnderungen einen
zelluldren Phénotyp dar, der auf einen Prozess der mitotischen Katastrophe mit

sekundirer Apoptose oder Nekrose hinweist [301].
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Des Weiteren wurde in dieser Studie untersucht, ob die zuséitzliche Inhibition von LSD1
durch 4SC-202 an dessen antineoplastischen Wirkung in UC-Zellen beteiligt sein
konnte. Eine alleinige Inhibition der LSDI1-Aktivitdt durch den Inhibitor SP2509
(VM-CUBLI 0,75 uM, UM-UC-3 0,5 uM)’ hatte im Vergleich zur Behandlung mit dem
Klasse I HDACi Romidepsin nur schwache Effekte auf Klonogenitit und Zellzyklus-
verteilung der UC-Zellen. Die kombinierte SP2509- und Romidepsin-Behandlung
fiihrte hingegen in beiden Zelllinien zu einer erhéhten Beeinflussung der Viabilitit und
Klonogenitdt und stirkeren Zellzyklusstorungen im Vergleich zur Hemmung von
Klasse I HDACs oder LSDI allein [301]. Die durch die Kombination induzierten
Effekte auf Viabilitit und Klonogenitit der UC-Zellen haben eine starke Ahnlichkeit
mit denen, die durch 2,5 uM 4SC-202 auftreten. Demgegeniiber steht, dass sich die
induzierten Zellzyklusstorungen und die morphologischen Zellverdnderungen nach
einer 4SC-202-Behandlung oder einer kombinierten LSDI/HDAC-Inhibition durch
SP2509 und Romidepsin deutlich voneinander unterscheiden. Insgesamt scheint die
zusdtzliche LSDI1-Inhibition die Wirkung des Klasse I HDACi Romidepsin zu
beschleunigen [301], diese kombinierte Behandlung im UC sollte jedoch noch genauer

untersucht werden.

In dieser priklinischen Untersuchung wurde nachgewiesen, dass 4SC-202 signifikante
antineoplastische Effekte auf UC-Zelllinien hat. Diese sind durch erhebliche Interferenz
mit dem Zellzyklus und einer kombinierten Induktion eines apoptotischen und
nekrotischen Zelltods charakterisiert. Hieraus ergibt sich, dass neben der kombinierten
Inhibition von HDACI1 und 2 eine zusétzliche Inhibition von HDAC3 in UC-Zellen
sinnvoll erscheint und dass die kombinierte pharmakologische Inhibition durch
4SC-202 eine gute Behandlungsoption fiir das UC darstellt. Gleichzeitig gibt diese
Studie Hinweise darauf, dass die zusitzliche Inhibition der Lysin-spezifischen
Demethylase LSD1 zur antineoplastischen Wirkung von 4SC-202 in UC-Zellen
beitragen konnte [301]. Insgesamt ist es allerdings fraglich, ob die Behandlung mit
4SC-202 eine dhnliche Spezifitit gegeniiber UC-Zelllinien im Vergleich zu
Kontrollzellen ergibt wie die Behandlung mit den Klasse I HDACi Romidepsin und
Givinostat [295].

? Fiir die Behandlung der UC-Zellen mit SP2509 wurden Konzentrationen gewéhlt, die den 1Cso-Werten
der jeweiligen Zelllinie entsprechen (erhoben durch Hoffmann et al., nicht publiziert).
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6 ZUSATZKAPITEL HDAC3

6.1  Funktion und Expression von HDAC3 im UC

HDACS3 stellt ein attraktives Ziel flir eine antineoplastische Therapie dar. Zum einen
liegt HDAC3 in vielen soliden Tumoren hdufig im Vergleich zum Normalgewebe
iiberexprimiert vor [38]. Dies konnte z.B. durch eine Analyse von Microarray-
Datensédtzen von verschiedenen humanen soliden Karzinomen nachgewiesen werden
[129]. Bei dieser Analyse gehorte HDAC3 zu den am hiufigsten deregulierten Faktoren
in allen untersuchten Entitdten einschlieBlich des UC [129]. Zusitzlich wurde eine
aberrante subzelluldre Lokalisation von HDAC3 in verschiedenen Tumorentitdten
detektiert [307, 308]. Zum anderen wurden fiir HDAC3 bislang viele antineoplastische
Effekte auf diverse Karzinom-Zelllinien nachgewiesen. In hochmalignen Gliomzellen
hemmt die Inhibition von HDAC3 z.B. die Proliferation, Sphirenbildung und Migration
und induziert GO/G1-Zellzyklusarrest-vermittelte Apoptose [152]. In Mammakarzinom-
Zelllinien wurde nachgewiesen, dass eine siRNA-vermittelte oder pharmakologische
HDAC3-Inhibition die Expression, Acetylierung und nukledre Translokation von

Survinin modulieren und somit Autophagie induzieren kann [309].

Diese Effekte werden u.a. durch die Transkriptions-regulierende Wirkung von HDAC3
vermittelt; denn es konnte in verschiedenen Zellsystemen nachgewiesen werden, dass
eine Modulation von HDAC3 die Transkription zahlreicher Gene beeinflusst [307].
Eine Microarray-Analyse von HDAC3-shRNA (short hairpin RNA)-transfizierten
Kolonkarzinom-Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen zeigt, dass ein hoher Anteil von
Genen (26,8 %, davon 18,2 % herauf- und 8,6 % herunter reguliert) nach der HDAC3-
Modulation differentiell exprimiert (wenigstens filinffach) vorliegt [310, 311].
Zusitzlich beeinflusst HDAC3 verschiedene nicht-transkriptionelle Prozesse wie Repli-
kation, DNA-Reparatur, Mitose, genomische Stabilitit und die Stabilitit Zellzyklus-
regulierender Proteine [53, 127, 161, 169, 180, 236, 312-315]. Ein prominentes Beispiel
ist, dass HDAC3 wihrend der Mitose Histon H3 deacetyliert und somit ein Erkennungs-
signal fiir die Phosphorylierung von Histon H3 Serin 10 (H3S10) durch die Kinase
Aurora B schafft [41, 53, 307, 313, 314]. HDACS3 bildet mit den Proteinen AKAP95
(4-kinase anchor protein 95) und HA95 (homologous to AKAP95) einen Komplex und
wird zusammen mit diesen zu mitotischen Chromosomen rekrutiert [314]. Dort

induziert HDAC3 eine Hypoacetylierung von H3-Histonen. Die hypoacetylierten
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H3-Reste werden wihrend der Mitose durch die Aurora B Kinase an H3S10 phosphory-
liert [314]. Diese Phosphorylierung ist Voraussetzung fiir eine ordnungsgeméfie
Chromosomenkondensation und -segregation [316-318] (Mechanismus beschrieben in
[41, 53, 307, 313]). Des Weiteren wurde auch eine von der Deacetylaseaktivitét
unabhingige nicht-transkriptionelle Funktion von HDAC3 als molekulares Chaperon-

Protein beschrieben [319].

Verschiedene weitere Studien deuten darauf hin, dass HDAC3 im UC {iiberexprimiert
vorliegt. Diese Untersuchungen stiitzen sich auf IHC, qRT-PCR und Western-Blots an
UC-Tumorgeweben [256, 258] (siche Tab. 4A in Anh. B und [34]). Diese Daten sind
jedoch nicht unstrittig, da andere Studien eher eine heterogene Expression zeigen [255],
und sollten daher durch weitere Analysen, die auch eine Spezifititskontrolle von
HDAC3-Antikorpern beinhalten, validiert werden [34]. Zusitzlich wurde bereits ein
antineoplastischer Effekt eines HDAC3-Knockdowns in der UC-Zelllinie 5637
detektiert [258]. Aufgrund der Tatsache, dass die spezifischen HDAC3-Inhibitoren
RGFP966 [169, 170] und BG45 [171] verfiigbar wurden und im CTCL und im
multiplen Myelom initial priklinisch charakterisiert sind, erschien eine genauere
Untersuchung von HDAC3 im UC sinnvoll. Des Weiteren liegen fiir den HDAC3-
Inhibitor RGFP966 interessante préaklinische Studien fiir die Behandlung von entziindli-
chen Erkrankungen vor, bei denen HDAC3 eine wichtige Funktion zu haben scheint
[320, 321]. Um die Untersuchung der Klasse I HDACs in dieser Arbeit zu
vervollstindigen und die Ergebnisse mit denen der anderen Isoenzyme vergleichen zu
konnen, wurden fiir die Charakterisierung von HDAC3 die fiinf UC-Zelllinien (RT-112,
VM-CUBI1, SW-1710, 639-V, UM-UC-3) und die beiden Kontrollzelllinien HBLAK
(urothelial) und HEK-293 (nicht-urothelial) ausgewahlt (sieche auch [34]).

6.2 Material und Methoden zur Untersuchung von HDAC3

Die fiir die Charakterisierung von HDAC3 verwendeten Materialien und Methoden
konnen aus den publizierten Manuskripten Lehmann et al. 2014, Pinkerneil et al. 2016a
und Pinkerneil et al. 2016b [293, 295, 301] entnommen werden, die Bestandteile dieser
Dissertation sind. Dieses Kapitel basiert mit leichten Uberarbeitungen auf den
Methodenteilen dieser Publikationen. Die HDAC3-projektspezifischen Informationen
sind ausfiihrlicher dargestellt. Zusétzlich kann eine detailliertere Beschreibung der

verwendeten Methoden einem Methoden-Buchkapitel entnommen werden [167].
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SiRNA-vermittelte und pharmakologische HDAC3-Inhibition

Die Modulation von HDAC3 fand entweder iiber siRNA-vermittelten Knockdown
(72 Stunden) oder tiber pharmakologische Inhibition mit den HDACi RGFP966 (S7229,
Selleck Chemicals, Miinchen, Deutschland) und BG45 (SML0867, Sigma Aldrich, St.
Louis, USA) statt. Fiir den Knockdown wurden zwei verschiedene HDAC3-spezifische
siRNAs (#4390824, HDAC3a: s16876, HDAC3b: s16877) und eine Kontroll-siRNA
(#4390846, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) wie zuvor beschrieben in einer
Konzentration von 10nM mit Lipofectamine RNAi MAX (Life Technologies,
Darmstadt, Deutschland) transfiziert [293, 295]. Der Knockdown wurde in den
Zelllinien RT-112, VM-CUBI1, SW-1710, 639-V und UM-UC-3 durchgefiihrt. Die
Bestimmung der Dosiswirkung der HDAC3-spezifischen Inhibitoren RGFP966 und
BG45 fand in den UC-Zelllinien VM-CUBI und UM-UC-3 (72 Stunden) statt. Als
Kontrollzellen dienten die Zelllinien HBLAK (urothelial) [292] und HEK-293 (nicht-
urothelial). Fiir die Histonextraktion wurden die Zellen VM-CUB1 und UM-UC-3
alternativ zur pharmakologischen HDAC3-Inhibition (25 uM RGFP966 oder 25 uM
BG45) wie zuvor beschrieben mit dem pan-HDACi SAHA (2,5 uM) behandelt [293,
295, 301].

RNA-Prdparation, cDNA-Synthese und gRT-PCR

Zur Préparation der RNA und Synthese von cDNA wurden die Kits RNeasy Mini Kit
und QuantiTect Reverse Transcription Kit (beide Qiagen, Hilden, Deutschland) nach
Herstellerangaben verwendet. Fiir die cDNA-Synthese wurde die Inkubationszeit bei
42°C auf 30 Minuten verldngert [293, 295, 301]. Die qRT-PCRs erfolgten mittels
HDAC QuantiTect Primer assays (HDACI1: QT00015239; HDAC2: QT00001890;
HDAC3: QT00093730, Tanncating 55°C) und einem QuantiTect SYBR Green RT-PCR
Kit (alles Qiagen, Hilden, Deutschland) an einem ABI 7500 FAST PCR Instrument
(Life Technologies, Darmstadt, Deutschland).

Zur Normierung der HDAC-Expressionen wurde das ubiquitdr exprimierte Gen 7BP
(TATA box binding protein) gemessen [293, 295, 301] (TBP-Primer: Fwd
ACAACAGCCTGCCACCTTA, Rev GAATAGGCTGTGGGTCAGT, T anncating 55°C).
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SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blot Analysen

Gesamtzellextrakte wurden durch 30-miniitige Inkubation in RIPA (radioimmuno-
precipitation assay)-Puffer hergestellt. Die Proteinkonzentration wurde iiber einen BCA
(Bicinchoninic acid)-Protein Assay ermittelt (Thermo Fisher Scientific, Rockford,
USA). Zur Auftrennung der Proteine wurde eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
durchgefiihrt und die aufgetrennten Proteine mittels Western-Blot auf eine Polyvinylid-
influorid-Membran (Merck Millipore, Berlin, Deutschland) {ibertragen [293, 295, 301].
Darauthin wurde die Membran blockiert und fiir 1 Stunde oder iiber Nacht mit priméiren
Antikorper gegen HDAC1 (HDACIT C-19, sc-6298 Santa Cruz, Dallas, USA), HDAC2
(HDAC2 H-54, sc-7899, Santa Cruz, Dallas, USA), HDAC3 (HDAC3 H-99, sc-11417,
Santa Cruz, Dallas, USA), p21 (P21 Sx118, 556430 BD Biosciences, New Jersey,
USA), cl. PARP1 (Cleaved PARP Asp214, 9541, Cell Signaling Technology, Danvers,
USA), a-Tubulin (ab4074, Abcam, Cambridge, UK) oder GAPDH (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase, ab8245, Abcam, Cambridge, UK) behandelt [295]. Nach der
Inkubation mit sekunddrem Meerrettich-Peroxidase konjugiertem Antikorper wurden
die entstandenen Signale mit einem WesternBright Quantum Kit (Biozym, Hessisch
Oldendorf, Deutschland) oder Super Signal™ West Femto (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA) detektiert [295, 301].

Bestimmung der Viabilitit und Caspase-3/7-Aktivitdt

Nach siRNA-vermitteltem HDAC3-Knockdown wurde die Viabilitit der Zellen
(RT-112, VM-CUBI, SW-1710, 639-V und UM-UC-3), wie zuvor beschrieben [293,
295, 301], durch den CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega,
Mannheim, Deutschland) bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit zwei verschiedenen
siRNAs spezifisch fiir HDAC3 transfiziert und nach einer 72-stiindigen Inkubationszeit
vermessen. Nach HDACi-Behandlung wurde ein MTT-Assay (M2128-G, Sigma
Aldrich, St. Louis, USA) durchgefiihrt. Zuvor wurden die Zellen mit definierten
Konzentrationen der Inhibitoren fiir 72 Stunden behandelt. Die Caspase-3/7-Aktivitit
wurde 72 Stunden nach siRNA-Transfektion in den Zelllinien VM-CUBI1 und
UM-UC-3 mit einem Caspase-Glo 3/7 assay (Promega, Mannheim, Deutschland)

bestimmt und auf die Viabilitit der Zellen normiert [295].
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Klonogenitdtsassay

Zur Bestimmung der Klonogenitdt nach siRNA-vermitteltem HDAC3-Knockdown in
den Zelllinien RT-112, VM-CUBI1, SW-1710, 639-V und UM-UC-3 wurden nach
72 Stunden Inkubation 1000 bis 1500 Zellen in 6 cm-Kulturschalen tiberfiihrt und fiir 10
bis 15 Tage im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die entstandenen Kolonien

mittels Giemsareagenz (Merck, Darmstadt, Deutschland) gefarbt [293, 295, 301].

Bestimmung von Zellzyklusverdnderungen

Zellzyklusanalysen wurden 72 Stunden nach siRNA-Transfektion fiir die Zelllinien
VM-CUB1 und UM-UC-3 durchgefiihrt. Dafiir wurden die Zellen trypsiniert,
zusammen mit den Zellen im Uberstand mit PI-Puffer angefirbt und am Miltenyi
MACSQuant® Analyzer (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) vermessen
[295].

Extraktion und Analyse von Histonen

Die Histongewinnung erfolgte wie bereits fiir die vorangegangenen Projekte [293, 295,
301] iiber eine Siure-Extraktion nach Shechter et al. 2007 [322]. Fiir die anschlieBende
Western-Blot Analyse wurden jeweils 1 pg Proteinextrakt mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (15 % Gel) aufgetrennt und auf eine Polyvinylidinfluorid-Membran
iibertragen. Anschliefend wurden H3K27ac (39133, Active Motif, Carlsbad, USA) und
Gesamt Histon H3 (Total histone H3, 3638, Cell Signaling Technology, Danvers, USA)
detektiert.
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6.3  Ergebnisse und Diskussion — Expression und Modulation
von HDAC3 in UC-Zelllinien

Zunichst wurde die HDAC3 mRNA- und Proteinexpression von 14 unterschiedlichen
UC-Zelllinien im Vergleich zu den Kontrollzelllinien TERT-NHUC (urothelial),
HBLAK (urothelial) [292] und HEK-293 (nicht-urothelial) bestimmt. Die analysierte
Zellserie (inklusive Western-Blot) entspricht derselben, welche zuvor zur Untersuchung
der HDACI1/2-Expression verwendet wurde [295]. Auf mRNA-Ebene wurde eine
heterogene HDAC3-Expression detektiert. In allen untersuchten UC-Zelllinien war die
mRNA-Expression von HDAC3 um den Faktor > 1,5 hoher als in den Kontrollzelllinien
TERT-NHUC und HEK-293. Eine besonders starke Expression (Faktor > 4,0) zeigten
dabei die fiinf UC-Zelllinien RT-4, SW-1710, 647-V, HT-1376 und T-24. Auffillig ist,
dass die urotheliale Kontrollzelllinie HBLAK, im Vergleich zu den Kontrollzelllinien
TERT-NHUC und HEK-293, ebenfalls eine stirkere HDAC3-Expression auf mRNA-
Ebene zeigte (Abb. 9A).

Auf Proteinebene wiesen die benignen Kontrollzellen die geringste HDAC3-Expression
auf (Abb. 9B). Die Unterschiede der Expression zwischen UC-Zellen und Kontroll-
zellen sind auf Proteinebene jedoch deutlich schwécher ausgeprégt als auf RNA-Ebene
fiir die benignen Zelllinien TERT-NHUC und HEK-293 (Abb. 9A). In neun von 14
UC-Zelllinien (BFTC-905, RT-112, SW-1710, UM-UC-3, 5637, 639-V, HT-1376, SD
und T-24) wurde eine hohere HDAC3-Expression auf Proteinebene detektiert
(Abb. 9B). Eine signifikante Verminderung von HDAC3 mRNA wurde in den
untersuchten UC-Zelllinien nicht beobachtet. Auf Proteinebene wurde eine etwas
geringere HDAC3-Expression in den UC-Zelllinien J82 und RT-4 detektiert (Abb. 9).
Zur Modulation von HDAC3 wurden die Zelllinien RT-112, VM-CUB1, SW-1710,
639-V und UM-UC-3 ausgewdhlt. Diese Zelllinien, die die Heterogenitit des UC
abbilden, wurden bereits flir die Charakterisierung der anderen Klasse I HDACs mittels
siRNA verwendet (HDACS8 [293], HDAC1/2 [295]). Somit ist eine gute

Vergleichbarkeit der verschiedenen Studien in dieser Arbeit gegeben.
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Abbildung 9: Expression von HDAC3-mRNA und -Protein in UC-Zelllinien. (A) Die relative
mRNA-Expression von HDAC3 wurde durch qRT-PCR in 14 verschiedenen UC-Zelllinien im Vergleich
zu den zwei urothelialen Kontrollzelllinien (UKon) TERT-NHUC und HBLAK und der nicht-urothelialen
Kontrollzelllinie (nUKon) HEK-293 bestimmt. Zur Normierung der HDAC3-Expression (y-Achse)
wurde das ubiquitdr vergleichbar exprimierte Gen TBP gemessen. (B) Parallel zur mRNA-Expression
wurde eine Bestimmung der HDAC3-Proteinexpression in den gleichen UC-Zelllinien und Kontrollzell-
linien mittels Western-Blot Analyse durchgefiihrt.

Die erste Charakterisierung von HDAC3 in den finf ausgewihlten UC-Zelllinien
erfolgte liber eine transiente Transfektion von zwei verschiedenen HDAC3-spezifischen
siRNAs und einer Kontroll-siRNA (Abb. 10). In allen Zelllinien fand mit beiden
HDAC3-spezifischen siRNAs ein effizienter Knockdown der endogenen HDACS3-
mRNA-Expression nach 72 Stunden Inkubation statt (Abb. 10A). Gleichzeitig stiegen
in einigen Zelllinien besonders die Expression von HDAC1 (RT-112, VM-CUBI,
UM-UC-3) oder HDAC2 (VM-CUBI1, SW-1710, UM-UC-3) nach HDAC3-mRNA
Knockdown signifikant an. Auffillig ist, dass diese Expressionsverdnderungen vermehrt
durch die siRNA HDAC3a induziert wurden (Abb. 10A). Auf Proteinebene wurde
hingegen nach Transfektion der HDAC3-spezifischen siRNAs weder in den

untersuchten VM-CUB1 noch in den UM-UC-3 Zellen eine Abnahme der
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HDAC3-Proteinexpression nach 72 Stunden Inkubation beobachtet. In VM-CUBI
Zellen deutete sich iiberraschenderweise sogar eher eine Expressionszunahme an
(Abb. 10B). Dieses Ergebnis wurde unter der Verwendung eines alternativen HDAC3-
spezifischen Antikorpers iiberpriift (Anti-HDAC3 antibody, ab7030, Abcam,
Cambridge, UK). Mit diesem Antikorper konnten jedoch ebenfalls keine HDAC3-
Expressionsverdnderungen nachgewiesen werden. Zusédtzlich wurde die HDAC3-
Expression nach unterschiedlich langen Inkubationszeiten (24, 48 und 72 Stunden) nach
siRNA-Transfektion detektiert. Auch bei diesem Versuchsansatz waren keine

Expressionsverdnderungen sichtbar (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 10: Effizienz und Kompensationsmechanismen der HDAC3 siRNA-Transfektion in UC-
Zelllinien. In der Abbildung sind die Effekte der HDAC3 siRNA-Transfektion (zwei verschiedene
siRNAs, 72 Stunden) auf die (A) mRNA- und (B) Proteinexpression von HDAC3 und der Klasse I
HDACSs 1 und 2 in den UC-Zelllinien RT-112, VM-CUBI1, SW-1710, 639-V und UM-UC-3 dargestellt.
Die mRNA-Expression wurde iiber gRT-PCR und die Proteinexpression iiber Western-Blot bestimmt.

Diese Ergebnisse geben einen Hinweis darauf, dass die HDAC3-Proteinexpression
moglicherweise posttranslational reguliert wird und eine hohe Stabilitdt aufweist. In
MEF-Zellen wurde ebenfalls eine Langlebigkeit von HDAC3 detektiert [315]. Es ist
allerdings nicht auszuschlieBen, dass die flir die Detektion von HDAC3 verwendeten
Antikorper nicht spezifisch sind und somit der Nachweis eines Knockdowns nicht

moglich ist.

Um diese Fragestellung final zu kldren, sind weitere Experimente notwendig. Schaut
man sich jedoch die Viabilitdt und die Fahigkeit zur Koloniebildung der fiinf UC-
Zelllinien nach HDAC3 siRNA-Transfektion an, scheint die letztere Erkldrung plausibel

zu sein (Abb. 11). Die Viabilitit der siRNA transfizierten Zellen war nach 72 Stunden
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Behandlung um bis zu 80 % (VM-CUBI, siHDAC3b) reduziert (Abb. 11A). Das
klonogene Wachstum war ebenfalls beinahe vollstindig inhibiert (Abb. 11B).
Vergleicht man die beiden unterschiedlichen HDAC3-spezifischen siRNAs, wird ein
stirkerer inhibitorischer Effekt der siRNA HDAC3b sowohl auf die Viabilitét als auch
auf die Klonogenitit der Zellen deutlich (Abb. 11).
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Abbildung 11: Inhibition der Viabilitit und Klonogenitit nach HDAC3 siRNA-Transfektion. (A)
Die relative Zellviabilitiat und (B) Klonogenitit wurde nach HDAC3 siRNA-Transfektion (zwei verschie-
dene siRNAs, 72 Stunden) im Vergleich zur Transfektion mit einer irrelevanten siRNA in den Zelllinien
RT-112, VM-CUBI1, SW-1710, 639-V und UM-UC-3 verglichen. Die Bestimmung der Viabilitit fand
iiber CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay statt. Die Anfirbung der entstandenen Kolonien
erfolgte mit Giemsareagenz.

Um eine genauere Charakterisierung der Effekte der HDAC3 siRNA-Transfektion zu
erhalten, wurden Zellzyklusanalysen in den beiden Zelllinien VM-CUB1 und UM-UC-3
durchgefiihrt (Abb. 12A). Nach 72 Stunden koénnen auffillige Verdnderungen in den
Zellen, die mit der siRNA HDAC3b transfiziert wurden, detektiert werden. Sowohl in
VM-CUBI als auch in UM-UC-3 Zellen tritt mit dieser siRNA ein signifikanter G1-
Arrest auf. Gleichzeitig kann eine leichte Zunahme der subGl-Fraktion beobachtet
werden (Abb. 12B). Mit der siRNA HDAC3a liegt ebenfalls eine erhohte G1-Fraktion
vor, jedoch in deutlich geringerem Malle. Wie bereits bei den Viabilitits- und
Klonogenititsmessungen (Abb. 11) scheint die siRNA HDAC3b starkere Effekte auch
auf den Zellzyklus auszuiiben. Auffillig ist, dass es zu keinen Replikationsstérungen
bzw. mitotischen Effekten nach HDAC3 siRNA-Transfektion kommt obwohl die Rolle
von HDAC3 fiir die Mitose und Replikation oft hervorgehoben wird [180, 236, 313,

315, 323].
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Abbildung 12: Zellzyklusanalysen nach HDAC3 siRNA-Transfektion. Die Analyse der Zellzyklus-
verteilung wurde nach HDAC3 siRNA-Transfektion (zwei verschiedene siRNAs, 72 Stunden) im
Vergleich zur Transfektion mit einer irrelevanten siRNA in den Zelllinien VM-CUB1 und UM-UC-3
durchgefiihrt. In (A) ist ein représentatives Zellzyklusprofil und in (B) eine durchschnittliche Verteilung,
errechnet aus drei unabhéngigen Versuchen, dargestellt.

Des Weiteren wurde die Caspase-3/7-Aktivitdt, die Spaltung des Proteins PARP1 und
die p21 Induktion untersucht (Abb. 13). Nach Transfektion der siRNA HDAC3b wurde
ein starker Anstieg der Caspase-3/7-Aktivitdt (sechsfach) in der Zelllinie UM-UC-3
beobachtet. In VM-CUBI1 Zellen war die Aktivitdt verdoppelt (Abb. 13A).
Interessanterweise konnte fiir die PARP1-Spaltung genau das Gegenteil beobachtet
werden (Abb. 13B). Die 89 kDa grofen Spaltprodukte traten vermehrt in den
VM-CUBI1 und UM-UC-3 Zellen auf, die mit der siRNA HDAC3a transfiziert wurden.
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Abbildung 13: HDAC3 siRNA-Transfektions-vermittelte Effekte auf Caspase-3/7-Aktivitit, p21-
Expression und PARP1-Spaltung. Die (A) Caspase-3/7-Aktivitdt, der Anteil von (B) gespaltenem
PARP1 und die p21-Expression wurden zur Abschétzung der Beteiligung von apoptotischen Prozessen
und Zellzyklusverdnderungen gemessen. Die Bestimmung fand nach HDAC3 siRNA-Transfektion (zwei
verschiedene siRNAs, 72 Stunden) im Vergleich zur Transfektion mit einer irrelevanten siRNA in den
Zelllinien VM-CUB1 und UM-UC-3 statt.

In siRNA HDAC3a-transfizierten Zellen trat gleichzeitig auch eine starke p21-
Induktion auf. Nach einer Transfektion mit der siRNA HDAC3b schien es nicht zur
p21-Induktion zu kommen (Abb. 13B). Die Induktion des Zellzyklus-Regulators p21
stellt einen gut charakterisierten Effekt nach HDAC-Knockdown oder -Inhibition dar
[233, 268, 324-326]. Diese Induktion beobachteten wir in unseren Zelllinien auch nach
einem kombinierten HDAC1/2-Knockdown [295]. Zusitzlich wurde die p21-Induktion
nach HDAC-Inhibition bereits von einer Reihe anderer Arbeitsgruppen in UC-Zelllinien
beschrieben [254, 260-262, 268, 274, 277-279] (siche Tab. 4B in Anh. B). Daher war es
sehr auffillig, dass sich die p21-Induktion zwischen den beiden HDAC3-spezifischen
siRNAs so stark unterschied. Aus diesem Grund liegt die Vermutung nahe, dass die
durch die siRNA HDAC3b-vermittelten Effekte unspezifische Off-Target-Effekte
darstellen. Dies konnte eventuell auch zumindest fiir diese sSiRNA erkldren, warum es zu
keiner Abnahme des HDAC3-Proteins kommt (Abb. 10B). Diese Erkldrung ist
allerdings aus zwei Griinden widerspriichlich. Zum einen wurde eine starke Herunter-
regulation der HDAC3-mRNA-Expression nach 72 Stunden Inkubationszeit beobachtet
(Abb. 10A). Zum anderen ist die Re-Expression von p21 hdufig mit einem Zellzyklus-
arrest assoziiert (siche Tab. 2C). Dieser konnte, trotz der fehlenden p21-Induktion, in
Form eines G1-Arreses nach der Transfektion der siRNA HDAC3b beobachtet werden.
Um diesen Sachverhalt zu kldren und zu untersuchen, ob die Effekte der siRNA
HDAC3b spezifisch oder unspezifisch sind, miissten tiefer gehende Untersuchungen,

z.B. in Form von Rescue-Experimenten oder mit shRNA, durchgefiihrt werden.
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Zusitzlich zum siRNA-vermittelten Knockdown von HDAC3 wurde eine pharmakolo-
gische Inhibition mittels der beiden HDAC3-spezifischen Inhibitoren RGFP966 und
BG45 an den UC-Zelllinien VM-CUBI1 und UM-UC-3 und den Kontrollzellen HBLAK
(urothelial) [292] und HEK-293 (nicht-urothelial) durchgefiihrt. Fiir eine effektive
Inhibition der Viabilitit wurden hohe Konzentrationen der Inhibitoren bendtigt. Der
ICso-Wert der HDAC3-Inhibitoren lag in VM-CUBI1 Zellen bei ca. 50 uM und in
UM-UC-3 Zellen bei iiber 100 uM (Abb. 14A). Um fehlerhafte Chargen der Inhibitoren
auszuschlieBen, wurden die Messungen mit einer frischen Charge wiederholt, jedoch
mit gleichbleibendem Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Auffillig ist, dass die urotheliale
Kontrollzelllinie HBLAK am sensitivsten fiir den Inhibitor RGFP966 zu sein schien.
Die Zelllinie HEK-293 war bei der niedrigsten Konzentration (25 puM) ebenfalls
sensitiver, glich sich aber bei den hoheren Konzentrationen an (Abb. 14A, siche Tab. 5

in Anh. C).

Es wire sinnvoll, diese Inhibitoren zusétzlich in Zelllinien des CTCL (HH und Hut78)
und multiplem Myeloms (MM.1S, RPMI8226, U266, OPM1 und H929) zu validieren,
in denen die Inhibitoren initial charakterisiert wurden und fiir die es somit bereits
unabhingige préaklinische Daten gibt [169, 171]. Die préklinische Studie des Inhibitors
BG45 im multiplen Myelom zeigte jedoch auch relativ hohe ICsp-Werte ab 15 uM nach
72 Stunden Behandlung [171]. AuBerdem konnte durch Behandlung mit bis zu 10 pM
RGFP966 keine Zytotoxizitit in Zelllinien induziert werden, die zur Untersuchung von
entzlindlichen Lungenerkrankungen verwendet werden [321]. Betrachtet man die in
vitro 1Cso-Werte dieser Inhibitoren [169-171, 321, 327] (siehe Tab. 3 in Anh. A),
miissten bei den in UC-Zelllinien und Kontrollzellen verwendeten Konzentrationen
auch bereits die Klasse I Isoenzyme HDAC1 und 2 gehemmt werden. Jedoch kann auch
bei diesen hohen Konzentrationen kein so deutlicher antineoplastischer Effekt
beobachtet werden wie durch die HDAC1/2-Inhibition mit Romidepsin bzw. Givinostat
[295]. Der Grund dafiir kann zu diesem Zeitpunkt nur vermutet werden.
Moglicherweise konnen die Untersuchungen von Bantscheff et al. 2011 und Becher at
al. 2014 zu einer Erklirung beitragen [70, 172]. Demnach weisen einige HDACi
unterschiedliche  Affinititen und Bindungskinetiken gegeniiber verschiedenen
Komplexen auf, obwohl in diesen Komplexen die gleichen HDACs inkorporiert sind.
Eine weitere Moglichkeit wére, dass die HDAC3-Inhibitoren nur in einem geringen
Mafe von den Zelllinien aufgenommen bzw. in einem hohen Malle metabolisiert und

damit inaktiviert werden.
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Um zu iiberpriifen, ob die HDAC-Aktivitdt durch diese Inhibitoren gehemmt wird,
wurde eine Histonpréparation mit anschlieBendem Western-Blot gegen H3K27ac und
Gesamt-Histon H3 durchgefiihrt. Die dargestellten Positivkontrollen sind Zellen, die mit
dem HDACI1/2-Inhibitor Romidepsin behandelt wurden (Abb. 14B). In VM-CUBI und
auch UM-UC-3 Zellen wurde eine erhohte Acetylierung von H3K27 nach RGFP966-
und BG45-Behandlung beobachtet. H3K27 kann allerdings durch die HDACs 1-3
deacetyliert werden [22], sodass nicht auf eine spezifische Hemmung von HDAC3 bei
diesen Konzentrationen zuriickgeschlossen werden kann. In RAW 264.7-Makrophagen
wurden ebenfalls Untersuchungen zur Histonacetylierung nach RGFP966-Behandlung
durchgefiihrt. Diese Untersuchungen ergaben, dass weder eine globale Hyper-
acetylierung von Histonen noch spezifische Acetylierungsverdnderungen an Histon H3
und H4 induziert werden [321]. Dies konnte ein Hinweis auf eine HDAC3-unabhéngige
Hyperacetylierung von H3K27 nach RGFP966-Behandlung in UC-Zelllinien sein
(Abb. 14B). In diesem Zusammenhang sollte auch beachtet werden, dass es in RAW
264.7-Makrophagen nach RGFP966-Behandlung zu einer leichten aber signifikanten
Abnahme der HDAC1/2-Proteinexpression kommt [321]. Ob solch eine Abnahme der
HDACI1/2-Expression auch in UC-Zelllinien stattfindet und zur Acetylierung von

Histonen beitragen kann, miisste jedoch noch genauer untersucht werden.

Obwohl die Transfektion der zwei verschiedenen HDAC3-siRNAs einen signifikanten
Effekt auf die Zellproliferation und Klonogenitit von UC-Zelllinien hat, stellt eine
pharmakologische Inhibition mit den Inhibitoren RGFP966 und BG45 aufgrund der
hohen ICso-Werte keine geeignete therapeutische Option fiir das UC dar. Der Vergleich
beider Modulationsansitze legt die Vermutung nahe, dass die Inkorporation von
HDAC3 in den N-CoR/SMRT-Komplex und weniger die Deacetylase-Aktivitit
entscheidend fiir die antineoplastischen Effekte ist (siehe auch [34]).
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Abbildung 14: Effekte einer pharmakologischen HDAC3-Inhibition mittels RGFP966 und BG45
auf die UC-Zelllinien und Kontrollzellen. (A) Die Zelllinien VM-CUB1, UM-UC-3, HBLAK und
HEK-293 wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 (DMSO (Dimethylsulfoxid)), 25, 75 und 100
uM) der Inhibitoren RGFP966 und BG45 fiir 72 Stunden behandelt. Die Viabilitit der Zellen wurde
mittels MTT-Assay gemessen. (B) Um zu bestimmen, ob nach RGFP966- und BG45-Behandlung eine
Inhibition der HDAC-Aktivitdt stattfindet, wurde der Acetylierungsstatus des Substrates H3K27
untersucht.

Weiterhin sollte in Betracht gezogen werden, dass die Aktivitit von HDAC3 auch
posttranslational reguliert werden kann. Fiir HDAC3 ist z.B. beschrieben, dass eine
Phosphorylierung durch CK2 sowohl die enzymatische Deacetylase-Aktivitdt erhoht als
auch die Interaktion mit Komplexpartnern verstiarkt [61, 323]. Aus diesem Grund, sollte
der Zustand von HDAC3 hinsichtlich dieser aktivierenden Modifikation nach dem
siRNA-vermittelten Knockdown und nach der pharmakologischen Inhibition von
HDAC3 mit RGFP966 und BG45 untersucht werden. Gleichzeitig sollten zusétzliche
detailliertere Experimente zur Spezifitdt der HDAC3-Modulation durchgefiihrt werden.
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7 DISKUSSION

7.1  Optimales HDAC-Wirkspektrum im UC

Priklinische Untersuchungen fiir die Behandlung des kindlichen Neuroblastoms mit
spezifischen HDACS8-Inhibitoren stellen ein eindriickliches Beispiel dafiir dar, dass eine
spezifische Inhibition einer breit gefacherten Inhibition mit einem pan-HDACi
vorzuziehen sein kann [153, 328]. Ochme et al. 2009 berichten, dass eine hohe HDACS8-
Expression im Neuroblastom mit geringerem Uberleben und schlechten prognostischen
Markern korreliert. Eine Hemmung der HDACS8-Aktivitét in kultivierten Neuroblastom-
Zellen inhibiert Proliferation und Klonogenitét und induziert einen Zellzyklusarrest und
Zelldifferenzierung [153]. In einer Folgestudie wurde durch die selektive HDACS-
Inhibition das Wachstum von Neuroblastomen in zwei Xenograft-Mausmodellen stark
gehemmt, wiederum durch Induktion von Zellzyklusarrest und Differenzierungs-

prozessen [328].

Ein besonderes Merkmal dieser Studie ist, dass die spezifische HDACS8-Inhibition in
vivo in beiden Modellen weniger toxisch war als die parallele Behandlung mit dem
pan-HDACi SAHA [328]. Die Toxizitdt der verschiedenen Substanzen wurde vor allem
anhand des Gewichts der Versuchstiere bestimmt (Toxizitdt bei > 20 % Gewichtsverlust
des Startgewichtes). Zusétzliche Parameter waren Blutwerte und histologische
Farbungen bestimmter Organe [328]. Durch die Behandlung mit SAHA wurden
eindeutig toxische Nebenwirkungen ausgelost, die sich vor allem durch Gewichtsverlust
und Durchfall duBlerten. Die HDACS-spezifischen Inhibitoren waren fiir die Versuchs-

tiere dagegen gut vertréglich [328].

Die Autoren postulieren, dass eine HDAC-selektive Inhibition vor allem dann effektiv
ist, wenn das Tumorwachstum in vivo von einem spezifischen HDAC-Isoenzym
abhingt [328]. Dies gilt offenbar fir HDACS8 im Neuroblastom [153, 328]. Eine
effektive und selektive Inhibition des Tumorwachstums mit spezifischen HDACi
scheint somit Entitdten-spezifisch zu sein und kann nicht einfach auf andere Tumore
iibertragen werden. Daraus folgt, dass eine Isoform-spezifische Inhibition stirkere
antineoplastische Effekte und eine geringere Toxizitét als die Inhibition mit einem pan-
HDACi vermitteln konnte, wenn eine Korrelation zwischen der Expression eines

spezifischen HDAC-Isoenzyms und der Progression eines Tumors besteht [328].
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Um fiir die Behandlung des UC mit HDACi ebenfalls eine moglichst geringe Toxizitét
bei maximaler Wirksamkeit zu erreichen, war das Ziel dieser Arbeit, das optimale
HDAC-Wirkspektrum fiir einen HDACi im UC genauer zu definieren. Da Klasse |
HDACs erhoht exprimiert sind, stellt sich die Frage, ob eine spezifische Klasse I
HDAC-Inhibition einer Behandlung mit SAHA im UC vorzuziehen ist. Diese beiden
Punkte sollen im folgenden Kapitel, auf Grundlage dieser Arbeit und der damit
verbundenen Publikationen [293, 295, 301] und den in Kap. 6 dargestellten Daten zu
HDACS3, diskutiert werden. Einen dritten wichtigen Diskussionspunkt in diesem Kapitel
bilden mogliche Mechanismen einer HDACi-vermittelten Selektivitit gegeniiber

transformierten Zellen.

Sind Klasse I HDACs effektive Zielmolekiile in UC-Zellen?

Dieser Dissertation waren in der Arbeitsgruppe Untersuchungen von Rosik et al. [266]
und Niegisch et al. [255] vorausgegangen. Dabei konnte HDAC6 (Klasse IIb) als
effektives Zielmolekiil fiir das UC ausgeschlossen werden [28, 266]. In einzelnen Zell-
linien wurden durch die Inhibition von HDACG6 apoptotische Prozesse oder ein
Zellzyklusarrest induziert, die Auspriagung dieser Effekte war jedoch gering [28, 266].
In der zweiten Arbeit wurde eine signifikante Uberexpression von HDAC2 und HDACS
in UC-Zelllinien beobachtet; HDACS lag als einzige HDAC auch in den untersuchten

Tumorgeweben signifikant {iberexprimiert vor [255] (siehe auch [34]).

Da diese Beobachtung durch eine weitere Expressionsstudie im UC bestétigt worden
war [258], wurde zunidchst HDACS als Zielmolekiil fiir das UC validiert. Hinzu kam,
dass neben den oben diskutierten vielversprechenden Ergebnissen fiir das Neuroblastom
auch fiir andere Tumorentititen signifikante antineoplastische Effekte einer HDACS-

Inhibition nachgewiesen wurden [131, 294].

Trotz der beobachteten Uberexpression im UC [255, 258] erbrachte eine HDACS-
Modulation jedoch insgesamt nur geringe Effekte auf die Viabilitdt (sieche Tab. 5 in
Anh. C), Zellproliferation, Klonogenitit und Migration von UC-Zelllinien [293].
HDACS kann somit als Ziel einer effizienten Monotherapie fiir die Behandlung des UC
ausgeschlossen werden. Ob eine selektive HDACS-Inhibition in Kombination mit
herkdmmlichen Chemotherapeutika oder weiteren spezifischen Substanzen im UC
synergistisch wirken kann, miisste gegebenenfalls in einer weiteren Studie untersucht
werden. Fiir das Neuroblastom wird z.B. ein synergistischer Effekt einer pharmakologi-

schen HDACS8-Inhibition mit Retinsidure beschrieben [328].
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Generell scheint HDACS fiir bestimmte Tumorentititen besonders wichtige
Eigenschaften zu besitzen [59]. Neben der Korrelation mit dem kindlichen
Neuroblastom wurde ein Zusammenhang zwischen der HDACS8-Expression und dem
Auftreten von T-Zell-Lymphomen, Mamma- und Leberzellkarzinomen beobachtet [59,
130, 144, 294, 329]. Die Inhibition von HDACS scheint im Neuroblastom und T-Zell-
Lymphom am wirksamsten zu sein [59]. In T-Zell-Lymphom-Zelllinien induziert
spezifische HDACS8-Inhibition selektiv Apoptose [294]. Des Weiteren kommt es in
Leberzellkarzinom-Zellen nach HDAC8-Knockdown zu einer verminderten Proliferati-
on und Induktion von Apoptose [131]. Dagegen ist die pharmakologische Inhibition von

HDACS in Zelllinien anderer Entititen nur wenig effektiv [294] (zit. aus [59]).

Die Entititen- bzw. Gewebe-spezifischen Eigenschaften von HDACS konnten durch
verschiedene Mechanismen bedingt sein. Am wahrscheinlichsten ist, dass die
Gewebespezifitit tiber die spezifischen Nicht-Histon-Substrate von HDACS8 vermittelt
wird [59]. Es gibt deutliche Hinweise darauf, dass die primidren in vivo Substrate von
HDACS8 nukledre Nicht-Histon-Proteine (z.B. SMC3 (structural maintenance of
chromosome 3) [330], ERRa (estrogen related receptor o) [331], ARIDIA [332]) und
cytoplasmatische Nicht-Histon-Proteine (z.B. Cortactin [333]) sind (ausfiihrliche
Erlduterung und Liste in [59]). Durch diese Substrate ist HDACS u.a. an der Regulation
des Energiestoffwechsels und der Muskelkontraktion beteiligt [330, 331, 333] (zit. aus
[59]). Dariiber hinaus ist unklar, in welchem Umfang Histone in vivo von HDACS
iiberhaupt deacetyliert werden konnen [59]. In vielen zelluldren Systemen wird, wie in
UC-Zelllinien (siehe Kap. 3, [293]), nach HDACS-Inhibition keine deutliche globale
Hyperacetylierung von Histonen beobachtet [59]. Vielmehr scheint HDACS bevorzugt
Histon H3 in spezifischen Regionen des Genoms zu deacetylieren [59, 334]. Dies

konnte zusdtzlich zur Gewebespezifitét beitragen [59].

Der zweite Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der spezifischen Hemmung von HDACI
und 2 [295], die im UC héufig liberexprimiert vorliegen (siche Tab. 4A in Anh. B). Sie
sind mallgeblich an der Regulation wichtiger zelluldrer Prozesse beteiligt, wie z.B.
Transkription, DNA-Replikation, DNA-Reparatur und Mitose [53]. Dies macht sie zu
einem attraktiven Ziel fiir eine Therapie [22, 53]. HDACI und 2 iiben oft identische und
kompensatorische Funktionen aus, sind jedoch auch jeweils an Isoform-spezifischen
Prozessen beteiligt [22, 41, 53]. Aus diesem Grund wurden HDAC1 und 2 sowohl allein

als auch in Kombination untersucht [295].
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Tatsdchlich waren die Effekte in verschiedenen UC-Zelllinien nach einem spezifischen
Einzelknockdown von HDACI1 oder HDAC2 im Vergleich zum Doppelknockdown
durch wechselseitig kompensatorische Anstiege stark abgeschwicht [295]. Diese
kompensatorischen Mechanismen wurden bereits fiir andere Zellarten und Entititen
beschrieben [108, 109, 160, 297-299] (beschrieben in [22, 41, 53]). Eine gleichzeitige
Inhibition von HDACI und 2 beeinflusst die Zellzyklusprogression und Zellviabilitét in
allen untersuchten proliferierenden Zellarten stirker als die Inhibition eines einzelnen
Enzyms [108, 109] (zit. aus [53]). Ahnliche Funktions-Uberlappungen wurden auch bei
anderen epigenetischen Regulatoren beobachtet wie den HATs p300 und CREBBP [28].

Ein Doppelknockdown von HDAC1/2 hemmt dagegen Proliferation und Klonogenitit
von UC-Zelllinien stark [295]. Auch beim pharmakologischen Ansatz erwies sich die
gleichzeitige Hemmung von HDAC1 und 2 mit den Inhibitoren Romidepsin und
Givinostat als sehr effektiv. Die beste Dosiswirkung zeigte der Inhibitor Romidepsin,
der bereits im niedrigen nM-Bereich starke antineoplastische Effekte vermittelt;
Givinostat wirkt im niedrigen uM-Bereich ([295], sieche Tab. 5 in Anh. C). Die
Behandlung mit Romidepsin und Givinostat induziert in VM-CUBI und UM-UC-3
Zellen deutliche morphologische Verdnderungen, eine signifikante Inhibition der
Klonogenitit und eine starke Deregulation des Zellzyklus [295]. Diese Effekte und die
Unterschiede zwischen einer siRNA- und einer pharmakologisch-vermittelten Inhibition
werden in Kap. 7.2 (Knockdown vs. Klasse I HDACi) und Kap. 7.3 (Vergleich
verschiedener Klasse I HDACi) ndher diskutiert. Insgesamt ldsst sich aus diesem
Teilprojekt schlussfolgern, dass HDAC1 und 2 in Kombination vielversprechende

Zielmolekiile fiir das UC darstellen [295].

Die Verwendung des Inhibitors 4SC-202, der HDACI, 2 und 3 hemmt [226], verbindet
die effektive Inhibition von HDACI1 und 2 mit einer gleichzeitigen Inhibition von
HDACS3 (siehe Kap. 5, [301]). Auf diese Weise ldsst sich abschétzen, ob durch eine
zusdtzliche Inhibition von HDAC3 ein additiver Effekt auftritt. HDAC3 liegt im UC
haufig iiberexprimiert vor ([34, 129, 256, 258], siche Tab. 4A in Anh. B). Zusétzlich
hemmt 4SC-202 LSD1'°. Fiir 4SC-202 wurden bereits in diversen Karzinom-Zelllinien
und Xenograft-Modellen verschiedener Tumorentitidten erhebliche antineoplastische

Effekte nachgewiesen [203, 226, 250-252].

' Daten wurden von 4SC beim ,,6th Annual EpiCongress 2015 (Boston, USA) im Juli 2015 présentiert
und sind online unter http://www.4sc.de/de erhéltlich.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde zusitzlich eine eigenstdndige Charakterisierung von
HDAC3 als mogliches Ziel einer Monotherapie im UC durchgefiihrt (siche Kap. 6).
Neben der Regulation der Transkription zahlreicher Gene [307, 310] agiert HDAC3 in
nicht-transkriptionellen Prozessen wie Replikation, DNA-Reparatur, Kontrolle

genomischer Stabilitit und Mitose [53, 127, 161, 169, 180, 236, 313-315].

Die Behandlung von UC-Zelllinien mit 4SC-202 induziert morphologische
Verianderungen, Hemmung der Proliferation (siehe Tab. 5 in Anh. C) und Klonogenitit,
erhohte Caspase-3/7-Aktivitit sowie eine erhebliche Storung des Zellzyklus mit
anschliefendem Zelltod (siehe Kap. 5.2, [301]). Auch der spezifische Knockdown von
HDAC3 zeigt einen signifikanten inhibitorischen Einfluss auf die Viabilitit und
Klonogenitdt von UC-Zelllinien. Demgegeniiber hat die spezifische pharmakologische
Inhibition von HDAC3 mit RGFP966 und BG45 nur sehr geringe antineoplastische
Effekte auf UC-Zelllinien (siehe Kap. 6.3).

Daraus ergibt sich grundsétzlich die Frage, ob HDAC3 durch die HDACi RGFP966 und
BG45 in den Zellen tatsdchlich gehemmt wird. Obwohl eine erhéhte Histonacetylierung
detektiert werden konnte, scheinen die HDACi-vermittelten Effekte sich grundséitzlich
von denen nach HDAC3 siRNA-Transfektion zu unterscheiden (sieche Kap. 6.3).
Moglich wire, dass die HDAC3-Inhibitoren entweder nur in einem geringen Malle von
den Zelllinien aufgenommen oder in hohem Mafle metabolisiert und inaktiviert werden.
Eine wahrscheinlichere Erkldrung ist, dass das HDAC3-Protein an sich und dessen
Inkorporation in den N-CoR/SMRT-Komplex wichtiger ist als seine Deacetylase-
Aktivitét (detaillierte Diskussion siehe Kap. 6.3, siche auch [34]).

Eine kiirzlich erschienene Studie beschreibt eine solche Abhingigkeit fiir einen anderen
Chromatinregulator-Komplex [335]. Die Methyltransferase EZH2 katalysiert als
Untereinheit des Polycomb-Komplexes PRC2 (polycomb repressive complex 2) eine
reprimierende Trimethylierung an H3K27 [336]. Kim et al. 2015 konnten zeigen, dass
Zellen mit Mutationen in Komponenten des SWI/SNF (switch/sucrose non-
fermentable)-Chromatin-Remodellierungskomplexes (z.B. in den Genen ARIDIA,
PBRM1 (polybromo 1) und SMARCA4) stark von EZH2 abhingig sind [335]. Diese
Abhingigkeit wird allerdings, dhnlich wie fiir HDAC3 in UC-Zelllinien, unterschiedlich
stark von einer Inhibition der enzymatischen Aktivitdit von EZH2 oder einem

Knockdown des Proteins beeinflusst. Fiir SWI/SNF-mutante Zellen scheint primér die
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Expression mit einhergehender Stabilisierung des Polycomb-Komplexes und sekundir

die katalytische Funktion von EZH2 bedeutsam zu sein [335].

Selektivitdt von Klasse I HDACi gegeniiber UC-Zellen vs. benignen Zellen

Fiir ein optimales HDAC-Wirkspektrum ist nicht ausschlieBlich entscheidend, dass
effektive antineoplastische Effekte gegeniiber UC-Zellen vermittelt werden. Um ein
spezifisches therapeutisches Fenster zu erschlieen, ist es wichtig, dass benigne Zellen
weniger stark von der Behandlung betroffen sind. Aus diesem Grund wurde zusétzlich
die Wirkung der Inhibition von HDACI, 2 und 3 mittels Romidepsin, Givinostat und
4SC-202 auf die benignen Kontrollzellen HBLAK [292] und HEK-293 untersucht
([295, 301], siche auch Kap. 6.3).

Insgesamt waren die durch Klasse I HDACi in UC-Zelllinien induzierten Effekte in den
nicht transformierten Kontrollzellen HBLAK und HEK-293 schwicher ausgeprégt. Es
konnten z.B. geringere Effekte der HDACi Romidepsin und Givinostat auf den
Zellzyklus beobachtet werden [295]. Eine Sonderrolle nimmt der Inhibitor 4SC-202 ein.
Ahnlich wie bei Romidepsin und Givinostat scheinen die urothelialen Kontrollzellen
HBLAK, nicht aber HEK-293, bei niedrigen 4SC-202-Konzentrationen (0,5 pM)
weniger stark von der Klasse I HDAC-Inhibition betroffen zu sein. Bei der Behandlung
von HEK-293 und HBLAK Zellen mit hoheren 4SC-202-Konzentrationen tritt dagegen
ein apoptotischer Phénotyp auf, der mit einer starken Inhibition der Klonogenitit
einhergeht [301]. Dieser Phdnotyp scheint u.a. mit der Proliferationsrate und dem
Differenzierungsstatus der Zellen assoziiert zu sein, denn nichtproliferative Konfluenz-
arretierte oder differenzierte HBLAK Zellen sind weniger sensitiv gegentiber 4SC-202
als proliferierende undifferenzierte Zellen [301]. Studien in anderen Entitdten deuten

darauf hin, dass 4SC-202 selektive antineoplastische Eigenschaften hat [203, 250].

Hervorzuheben ist, dass speziell in den urothelialen HBLAK Zellen nach Romidepsin-
und Givinostat-Behandlung ein zytostatischer Seneszenz-dhnlicher Zustand ausgelost
wird, bei der die Zellen ihre Fihigkeit zur Langzeitproliferation jedoch beibehalten. Der
zytostatische Zustand ist somit reversibel [295]. Solch eine Selektivitit und/oder
Induktion eines seneszenten Phédnotyps, teilweise durch Kombinationen von HDACi mit
anderen Substanzen, wurde auch fiir andere Zellarten, wie z.B. Osophagus-, Prostata-
und Leberzellkarzinom-Zellen, beschrieben [337-344] (Ubersicht in [23]). Ein
seneszenter Phinotyp kann auch bei der Behandlung von HBLAK Zellen mit niedrigen

4SC-202-Konzentrationen beobachtet werden, allerdings reagieren HEK-293 Zellen viel
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empfindlicher auf die Behandlung mit 4SC-202. Bei erhohter 4SC-202-Konzentration
geht der zytostatische Zustand bei HBLAK Zellen jedoch in einen apoptotischen
Phéanotyp iiber [301].

Betrachtet man zusitzlich die Charakterisierung von HDAC3 im UC (siehe Kap 6.3),
scheint die HDACi-vermittelte Selektivitit zwischen malignen UC-Zelllinien und
benignen Kontrollzellen eher durch eine gemeinsame Inhibition von HDACI1 und 2
[295] als durch HDAC3-Inhibition vermittelt zu werden. Sowohl durch 4SC-202-
Behandlung [301] als auch durch pharmakologische Inhibition von HDAC3 mit
RGFP966 und BG45 scheint es zu einer verhidltnismafig starken Toxizitdt gegentiber
proliferierenden Kontrollzellen zu kommen, obwohl die pharmakologische Inhibition
von HDAC3 mit RGFP966 und BG45 nur schwache antineoplastische Effekte auf UC-
Zelllinien hatte (siche Tab. 5 in Anh. C, Kap. 6.3). Interessant ist in diesem Zusammen-
hang, dass fiir Benzamid-HDACi nachgewiesen werden konnte, dass sie eine hohere
Affinitit gegenliber HDAC3/N-CoR-Komplexen haben als gegeniiber NuRD- und
CoREST-Komplexen, welche die HDACs 1 und 2 enthalten [60, 70].

Basierend auf diesen Daten wire zunédchst von einer HDAC3-Inhibition in UC-Zellen
abzuraten. Um eine endgiiltige Aussage machen zu konnen, miisste der Einfluss einer
spezifischen HDAC3-Inhibition auf benigne urotheliale und nicht-urotheliale Kontroll-
zellen noch genauer validiert werden. Aus den vorhandenen Daten ist z.B. nicht
ersichtlich, ob diese Effekte auf die Kontrollzellen auch lidngerfristig stabil oder
eventuell reversibel sind. Dariiber hinaus wéren ergénzend zu den in vitro- auch in vivo-
Untersuchungen erforderlich. Fiir 4SC-202 wurde bereits eine klinische Phase I Studie
(TOPAS) fiir die Behandlung fortgeschrittener hédmatologischer Krebserkrankungen
durchgefiihrt [253]. Bei dieser klinischen Studie waren die Nebenwirkungen von

4SC-202 begrenzt.

Mogliche Mechanismen der HDACi-induzierten Tumor-Selektivitdit

Warum HDACi vermehrt eine stdrkere Wirkung auf transformierte als auf benigne
Zellen zeigen, ist noch nicht vollstindig verstanden. Eine Erklarung konnte darin liegen,
dass die Selektivitdt durch die Art der von den Inhibitoren ausgeldsten Reaktionen
vermittelt wird [345]. Demnach konnen benigne Zellen HDACi-vermittelten Effekten
besser gegenregulieren [345]. Dazu kann z.B. eine korrekte Arretierung des Zellzyklus

als Antwort auf HDACi beitragen.
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Im Detail haben Halsall et al. 2015 dynamische Transkriptions-Verdnderungen in
humanen lymphoblastoiden Zellen in den ersten zwei Stunden nach Behandlung mit
drei verschiedenen Konzentrationen der HDACi Valproinsdure und SAHA untersucht
[345]. Dabei war besonders auffdllig, dass Komponenten von bekannten HAT-
Komplexen herunter reguliert wurden. Durch diese Gegenregulation konnen Protein-
Hyperacetylierungen, die normalerweise von HDACi induziert werden, minimiert oder
vollstindig verhindert werden [345]. Dieses Phdnomen konnte auch in RNA-
Expressionsanalysen bei UC-Zellen nach HDACi-Behandlung beobachtet werden [295]
(detaillierte Diskussion der RNA-Expressionsstudien siehe Kap. 4.1 und 7.5). Wie bei
Halsall et al. 2015 [345] ist das HAT-Gen CREBBP (des p300/CBP-Komplexes)
sowohl in VM-CUBI1 (Romidepsin, Givinostat, SAHA) als auch in UM-UC-3
(Givinostat, SAHA) Zellen signifikant herunter reguliert. Ebenfalls kann eine
Expressionsverminderung von EPC1 (enhancer of polycomb homolog 1) des NuA4
(nucleosome acetyltransferase of H4)-Komplexes in VM-CUB1 (Romidepsin,
Givinostat, SAHA) und UM-UC-3 (Romidepsin, SAHA) Zellen detektiert werden
[295]. Eine Kkiirzlich durchgefiihrte Proteomstudie detektierte des Weiteren nach
Behandlung der UC-Zelllinie 5637 mit Romidepsin eine signifikante Abnahme des
HATI1-Proteins [234]. Zusitzlich fanden Halsall et al. 2015 heraus, dass diejenigen
Gene, deren Expression durch HDACi verdndert wird, im unbehandelten Zustand
grundsitzlich durch eine hohe H3- und H4-Acetylierung charakterisiert sind [345]. Aus
dieser Studie wurde der Schluss gezogen, dass die beobachteten Verdnderungen eine
adaptative Reaktion auf HDACi vermitteln und so zum Uberleben der Zelle beitragen

[345].

Weiterhin ist hervorzuheben, dass Halsall et al. 2015 nach HDACi-Behandlung eine
starke Erhohung der H3K27-Trimethylierung beobachtet haben [345]. Eine Hemmung
dieser Trimethylierung, die durch EZH2 katalysiert wird, durch spezifische EZH1/2
(enhancer of zeste 1/2 polycomb repressive complex 2 subunit)-Inhibitoren fiihrt nach
HDAC-Inhibition zu einer verdnderten transkriptionellen Antwort spezifischer Gene
und bestdtigt somit eine funktionelle Rolle des Polycomb-Komplexes in diesem
Zusammenhang [345]. In UC-Geweben und den in dieser Arbeit verwendeten UC-

Zelllinien wurde eine signifikant hohere Expression von EZH2 gezeigt [346-348].
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Als weiterer Grund fiir die Selektivitdt von HDACi gegeniiber benignen Zellen wird
postuliert, dass durch die HDAC-Inhibition DNA-Schidden induziert werden und
benigne Zellen, im Gegenteil zu transformierten Zellen, auf diese durch DNA-Reparatur
oder Zellzyklusarrest angemessener reagieren [35, 349]. So soll die Expression einiger
DNA-Reparaturproteine, wie z.B. RADS50 (RAD (radiation) 50 homolog) und MRE11A
(meiotic recombination enzyme 11 homolog A), in transformierten Zellen nach HDACi-
Behandlung deutlich abnehmen und die Féhigkeit zur DNA-Reparatur transformierter
Zellen im Vergleich zu Normalzellen erniedrigt sein [349] (diskutiert in [35]). Zusétz-
lich wurde beschrieben, dass in benignen Zellen grundsitzlich weniger DNA-Schidden
induziert werden als in transformierten Zellen [35, 350]. Eine kiirzlich durchgefiihrte
Proteomstudie hat z.B. fiir die UC-Zelllinie 5637 nachgewiesen, dass es nach
Romidepsin- oder TSA-Behandlung zu einer vermehrten Abnahme von Proteinen
kommt, die in verschiedene Prozesse der DNA-Reparatur involviert sind [234]. In
dieser Studie konnten 30 Proteine identifiziert werden, die an der DNA-Reparatur
beteiligt sind und nach Romidepsin- oder TSA-Behandlung in 5637 Zellen differentiell
exprimiert vorliegen. Auffillig ist, dass die Proteinexpression nach HDACi-Behandlung
fiir alle 30 Proteine deutlich herunter reguliert ist, wie etwa bei MRE11A, RADS50,
DDBI1 und 2 (damage specific DNA binding protein 1/2) [234]. Eine weitere Arbeit
zeigt, dass eine HDACi-Behandlung in primiren Fibroblasten der Haut zur erh6hten
Radiosensitivitdit und reduzierten Féhigkeit der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen fiihrt [351]. Allerdings fand in dieser Arbeit kein direkter
Vergleich zwischen transformierten und benignen Zellen statt. Eine detaillierte
Diskussion zur Induktion von DNA-Schidden nach HDACi-Behandlung in UC-Zellen
findet sich in Kap 7.3.

Ein dritter Grund, der in diesem Zusammenhang diskutiert wird, ist die vermehrte ROS-
Entstehung [182, 189, 352-354] (beschrieben in [35]). ROS koénnen in transformierten
Zellen liber multiple Mechanismen zu DNA-Schéden fiihren, u.a. {iber Expressions- und
Aktivitidtsverdanderungen von DNA-Replikationsfaktoren, geringere Verfiigbarkeit von
Desoxyribonukleosidtriphosphaten ~ durch ~ Metabolismus-Verdnderungen  und
Entstehung von DNA-Addukten [22]. Diese Mechanismen wirken mutagen und kénnen
dariiber hinaus Replikationsstress und genomische Instabilitdt induzieren [22]. HDACi
konnen ROS induzieren und somit iiber oxidative Schiadigung zum Zelltod fithren [182,
189, 352-354]. Transformierte Zellen sollen nach HDACi-Behandlung im Vergleich zu

normalen Zellen nur eine verminderte Fahigkeit zur Induktion protektiver antioxidativer
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Proteine (z.B. Trx) besitzen. In transformierten Zellen sollen daher deutlich mehr
Sauerstoffradikale als in benignen Zellen entstehen [190] (diskutiert in [35]). In den
durchgefiihrten RNA-Expressionsstudien wird Trx in VM-CUBI (Romidepsin,
Givinostat) und UM-UC-3 (Givinostat) Zellen tatsdchlich signifikant reprimiert [295]
(siche Kap. 4.2, Supplements Publikation 2, Tab. S5). Dies wurde bereits ebenfalls fiir
die Zelllinien LNCaP (Prostata-), T-24 (Urothel-), HeLa (Zervix-), A549 (Lungen-) und
MCF7 (Mammakarzinom) nach HDACi-Behandlung beschrieben [191, 352, 353]. Des
Weiteren zeigt eine Proteomstudie, dass die HDACi Romidepsin oder TSA in der UC-
Zelllinie 5637 die Expression von Proteinen modulieren, welche der ROS-Entstehung
entgegen wirken, wie GSR (glutathione-disulfide reductase) und TXNRD?2 (thioredoxin
reductase 2) [234]. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die beschriebenen Mechanismen
vermutlich auch in UC-Zellen greifen. Demnach resultiert die HDACi-Selektivitit
gegeniiber transformierten Zellen aus einer Kombination von erhohter ROS-Entstehung

und verminderter Fihigkeit transformierter Zellen zur DNA-Reparatur [35].

Spezifische Klasse | HDACi oder pan-HDACi SAHA?

Neben der Definition des optimalen Wirkspektrums eines HDACi sollte der Frage
nachgegangen werden, ob eine spezifische Hemmung einzelner oder mehrerer Klasse I
Enzyme Vorteile gegeniiber der Behandlung mit pan-HDAC:i hat. Fiir die Bearbeitung
dieser Fragestellung wurde beispielhaft der pan-HDACi SAHA gewéhlt, der als
Vorinostat bereits in vielen verschiedenen klinischen Studien fiir die Behandlung von

soliden Tumoren erprobt wurde [355, 356].

Die meisten in dieser Arbeit verwendeten Klasse I HDACi haben stéirkere antineoplasti-
sche Effekte aut UC-Zelllinien als SAHA [293, 295, 301]. Ausnahmen bilden der
HDACS-Inhibitor compound 2 und die HDAC3-Inhibitoren RGFP966 und BG45 (siche
Kap. 6.3, [293]). Die HDACS-Inhibitoren wurden nur in den Parametern Zellzyklus-
verdanderung und globale Histonacetylierung mit SAHA verglichen [293]. Compound 5
und 6 haben insgesamt stirkere Effekte auf den Zellzyklus als SAHA [293]. Allerdings
ist bei diesen beiden Inhibitoren fraglich, ob nicht auBer HDACS8 weitere Zielmolekiile
gehemmt werden (detaillierte Diskussion siehe Kap. 7.4). Die HDAC3-Inhibitoren
RGFP966 und BG45 wurden aufgrund ihrer hohen ICso-Werte (siehe Tab. 5 in Anh. C)
nur in ihrer Féhigkeit zur Histonacetylierung mit SAHA verglichen. Obwohl die

Histonacetylierung nach spezifischer HDAC3-Inhibition erhoht war, wurden die beiden
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Inhibitoren aufgrund ihrer hohen Wirkkonzentration als ungeeignet eingestuft, um das

UC zu behandeln (siehe Kap. 6.3).

Die Inhibitoren Romidepsin, Givinostat und 4SC-202 sind wirksamer als der pan-
HDACi SAHA. Alle untersuchten Parameter, wie z.B. Klonogenitit, Zellzyklus,
Zellkernmorphologie und Zelltod, wurden stirker durch Romidepsin, Givinostat und
4SC-202 als durch SAHA-Behandlung beeinflusst [295, 301]. Um eine Erkldrung dafiir
zu finden, ist es moglicherweise notwendig die Rolle der Klasse II HDACs im UC
genauer zu untersuchen. Aufgrund der stdrkeren Aktivitit der verwendeten Klasse I
HDAC: gegeniiber SAHA [295, 301] stellt sich die Frage, ob die Inhibition von zusétz-
lichen HDACs durch SAHA moglicherweise kontraproduktiv ist. Zu dieser Annahme
passt auch die Beobachtung, dass die spezifische Inhibition von HDAC6 nur einen
geringen Einfluss auf Proliferation und Viabilitit von UC-Zelllinien hat [266]. Des
Weiteren beobachteten Niegisch et al. 2013, dass die Klasse [la HDACs HDAC4, 5 und
7 in vielen UC-Zelllinien, im Vergleich zu urothelialen Kontrollzellen, stark herunter

reguliert vorliegen (siehe Tab. 4A in Anh. B, [255], siehe auch [34]).

Betrachtet man die durch Klasse Ila HDACs regulierten Prozesse, scheint in unserem
Fall besonders HDAC4 interessant zu sein. HDACi konnen z.B. DNA-Schiden
induzieren [349, 357]; dies konnte zum Teil auch in UC-Zellen nach Klasse | HDAC:-
Behandlung detektiert werden (detaillierte Diskussion siehe Kap. 7.3). In diesem
Zusammenhang konnten Beobachtungen relevant sein, wonach es zu einer Co-
Lokalisation von HDAC4 mit dem Protein 53-BP1 (p53-binding protein I) in nukledren
Foci kommt [358]. Nach siRNA-vermitteltem Knockdown von HDAC4 nimmt die
53-BP1-Expression ab und es kommt zu einer Sensitivierung der behandelten Zellen
gegeniliber einer Strahlentherapie [358]. Da 53-BP1 bei der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen (DSB) entscheidend ist [359, 360], konnten Verdnderungen von
HDAC4 somit verschiedene Aspekte dieses Prozesses beeinflussen, u.a. Rekrutierung
von Proteinen der DSB-Schadensantwort, den ATM (ataxia-telangiectasia mutated
kinase)-abhangigen Zellzyklus-Kontrollpunkt und die Wahl der DSB-Reparatur (NHEJ

- non-homologous endjoining vs. homologe Rekombination) [359].

Andere Klasse 1la HDACs sollten jedoch auch nicht aufler Acht gelassen werden. Fiir
die enzymatische Aktivitdit von HDAC7 wurde z.B. eine Abhédngigkeit von der
Interaktion mit HDAC3 beschrieben [53, 75]. Weiterhin kann HDAC3 mit HDAC4 und
HDACS assoziieren [63, 74] (beschrieben in [53]). Solche Interaktionen kdnnten
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moglicherweise die hohere Toxizitit einer HDAC3-Inhibition in urothelialen Kontroll-
zellen bedingen. Es gibt dazu jedoch bisher keine weitergehenden Experimente.
Diesbeziiglich ist vielleicht wichtig, dass eine Studie mit hoch spezifischen und
sensitiven Klasse Ila HDAC-Substraten darauf hindeutet, dass Hydroxamsduren, wie
z.B. SAHA, im Vergleich zu Klasse I und Klasse IIb HDACs eine deutlich schwéchere
inhibitorische Aktivitit gegen Klasse [la HDACs haben als bisher angenommen [361]
(zit. aus [21]). Die Rolle der Klasse Ila HDACs wird in gesonderten Projekten des

urologischen Forschungslabors untersucht [34].

Sind Klasse I HDACs optimale Zielmolekiile fiir das UC?

Die Effektivitidt und die Selektivitit, die durch spezifische Klasse I HDACi vermittelt
wird, konnte ein therapeutisches Fenster fiir die Behandlung des UC mit Klasse I
HDAC: erschlieBen. Diese Selektivitit und die damit verbundene schwichere Toxizitét
von Klasse I HDACi gegeniiber SAHA wurden dhnlich fiir das kindliche Neuroblastom
beobachtet [328]. Ein Gegenargument ist, dass pan-HDACi im Gegensatz zu Isoform-
spezifischen Inhibitoren therapeutische Vorteile bringen und dass sich Resistenzen
weniger leicht gegeniiber pan-HDACi entwickeln konnten, da sie eine hohere Anzahl
von Genen und Prozessen, z.B. in apoptotischen und proliferativen Signalwegen,
modulieren, indem sie sowohl nukleédre als auch cytoplasmatische HDACs inhibieren

und somit viele antineoplastische Signalwege aktivieren [35, 93, 105].

Betrachtet man die in dieser Arbeit durchgefiihrten RNA-Expressionsstudien, wird
jedoch deutlich, dass in den beiden UC-Zelllinien durch die Klasse I HDACi
Romidepsin und Givinostat erheblich mehr Gene und Prozesse differentiell reguliert
werden als durch den pan-HDACi SAHA ([295], siehe Kap. 4.2 Supplements
Publikation 2, Abb. S2 und Tab. S5). Mdéglicherweise kommt es durch die Behandlung
mit SAHA und der damit einhergehenden zusétzlichen Inhibition von Klasse Il HDACs

zu kompensatorischen Mechanismen in UC-Zellen.

Insgesamt weisen die in dieser Arbeit erhobenen priklinischen Daten zu HDACi in UC-
Zelllinien auf einen Vorteil von spezifischen Klasse I HDACi gegeniiber dem pan-
HDACi SAHA hin. Bezieht man zusétzlich die Daten ein, die fiir die Kontrollzellen
HBLAK und HEK-293 erhoben wurden, trifft dies vor allem fiir die Inhibitoren

Romidepsin und Givinostat zu [295].
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Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse ([293, 295, 301], Kap. 6.3) erlauben somit
die Aussage, dass ein optimaler HDAC: fiir die Behandlung des UC Klasse I HDAC:s,
und insbesondere HDACs 1 und 2 inhibieren sollte. Diese spezifische Inhibition scheint
in UC-Zellen effektiver und selektiver zu sein als eine Inhibition mit dem pan-HDACi
SAHA [295]. HDACS8 konnte durch diese Arbeit als geeignetes Target fiir die
Behandlung des UC ausgeschlossen werden [293]. Um eine eindeutige Aussage beziig-
lich der Inhibition von HDAC3 machen zu konnen, bedarf es weiterer Untersuchungen
sowohl zur Effektivitét als auch zur Selektivitit. In weiteren Experimenten sollte jedoch

vor allem die in vivo-Aktivitit der verschiedenen HDACi analysiert werden.

7.2  Knockdown und HDACi-vermittelte Inhibition von Klasse
I HDACs - Gemeinsamkeiten und Unterschiede

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mehrfach deutliche Unterschiede in den Reaktionen
der Tumorzellen gegeniiber einer siRNA-vermittelten oder einer pharmakologischen
Inhibition spezifischer Klasse I HDACs beobachtet werden. Diese differentiellen
Effekte betrafen verschiedene Prozesse, u.a. Zellzyklusverdnderungen, Zelltod-
mechanismen, Histon-acetylierung und Genexpression. Im Folgenden werden diese
Unterschiede vor allem fiir die Klasse I HDACs HDACI und 2 und die Inhibitoren
Romidepsin, Givinostat und 4SC-202 diskutiert.

Differentielle Zellzykluseffekte und Zelltodmechanismen
Bei den durch siRNA gegen HDAC1/2 oder durch die HDACi Romidepsin, Givinostat

und 4SC-202 in UC-Zelllinien ausgeldsten Effekten konnten sowohl Gemeinsamkeiten,
als auch Unterschiede identifiziert werden. Gemeinsam war die signifikante, wenn auch
im Ausmal} Zelllinien-abhingige, starke Inhibition der Proliferation und Klonogenitit.
Beide Behandlungen fiihrten zu der fiir HDAC-Inhibition charakteristischen p21-
Induktion. Eine weitere Gemeinsamkeit, die lediglich durch Givinostat nicht vermittelt
wurde, war eine Aktivierung der PARP1-Spaltung, die als Hinweis auf Apoptose
gewertet werden kann [295, 301]. Genauere Analysen des Zellzyklus und der
induzierten Zelltodmechanismen lieBen jedoch deutliche Unterschiede zwischen einem
siRNA-vermittelten Knockdown und der pharmakologischen Inhibition von HDAC1/2
erkennen [295]. Der siRNA-vermittelte Knockdown schien, wie auch schon bei anderen
Karzinomentititen beobachtet [108, 109, 160], einen Apoptose-artigen Zelltod zu

induzieren, der durch eine erhdhte subGl-Fraktion, eine Steigerung der Caspase-3/7-
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Aktivitdit und proteolytische Spaltung der Apoptose-assoziierten Marker PARPI,
Caspase-3 und z.T. Caspase-8 charakterisiert war [295]. Zusétzlich konnte - als weiterer
Hinweis auf einen apoptotischen Zelltod - ein Anteil des durch HDAC1/2-Knockdown
induzierten Zelltodes durch gleichzeitige Behandlung mit dem pan-Caspase-Inhibitor
Q-VD-OPh verhindert werden. Mit Ausnahme der erhéhten subGl-Fraktion waren
jedoch durch HDACI1/2-Knockdown keine weiteren signifikanten Effekte auf den
Zellzyklus messbar [295].

Demgegeniiber steht die dramatische Storung des Zellzyklus, die in den Zelllinien
VM-CUBI1 und UM-UC-3 durch Romidepsin, Givinostat und 4SC-202 ausgeldst wird
[295, 301]. Sie zeichnet sich nach einer Behandlungszeit von 24 Stunden durch eine
stark ausgeprigte G2/M-Fraktion aus. Nach lidngerer Behandlungszeit (48 Stunden)
entsteht ein Zelllinien-abhéngiges ,gezacktes“ Profil, welches durch starke
UnregelméBigkeiten gekennzeichnet ist. Detaillierte Analysen dieser Verdnderungen
(iiber Cyclin-Expression, Zellkernmorphologie, RNA-Expressionsstudien) deuten
darauf hin, dass die Klasse I HDACi im ersten Zellzyklus Storungen der Mitose
induzieren und es dadurch zu einer verlingerten G2/M-Phase kommt. Im zweiten
Zellzyklus kommt es dann vermutlich zu einem Eintritt in die S-Phase, der durch
Replikationsstress und einen irreversiblen Arrest-dhnlichen Zustand charakterisiert ist

und schlieBlich im sekundédren Zelltod resultiert [295, 301].

Die Zelltodmechanismen, die durch die Klasse I HDACi Romidepsin, Givinostat und
4SC-202 als Folge der erheblichen Zellzyklusstorungen induziert werden, unterscheiden
sich deutlich von denen des HDAC1/2-Knockdowns. So kann z.B. in den meisten
Féllen keine relevante Caspase-3/7-Aktivitdt, obgleich teilweise eine PARP1-Spaltung
detektiert werden [295, 301]. Vielmehr sprechen viele Beobachtungen dafiir, dass es
sich primér um einen nicht-apoptotischen Zelltod handelt. Ahnliche Effekte konnten in
UC-Zelllinien bereits fiir den pan-HDACi SAHA und den Inhibitor KBH-A42
beobachtet werden [255, 264, 362]. Eine Caspase-3/7-unabhéngige PARP1-Spaltung
wurde ebenfalls schon in anderen Zellsystemen detektiert, ihr Mechanismus konnte

jedoch nicht vollstindig aufgeklart werden [363].

Ein weiterer signifikanter Unterschied zwischen siRNA-vermitteltem Knockdown von
HDACI1/2 und pharmakologischer Inhibition von HDACI und 2 mit Romidepsin und
Givinostat betrifft die globale Histonacetylierung. Wéhrend nach pharmakologischer

Inhibition eine starke Hyperacetylierung auftritt, kann nach siRNA-vermitteltem
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Knockdown nur eine leichte Erhéhung der Histonacetylierung detektiert werden [295].
Dieses Phidnomen lédsst sich mit den vorhandenen Daten nicht schliissig erkldren. Eine
mogliche, jedoch wunzureichende Erklarung wire, dass der siRNA-vermittelte
Knockdown nicht komplett ist und eine ausreichende Restaktivitit der HDACs und
ihrer Komplexe verbleibt. Eine zweite Moglichkeit besteht darin, dass durch das Fehlen
der HDAC-Proteine auch die durch HATs und HDACs gemeinsam vermittelte
dynamische Acetylierung gehemmt wird [104].

Des Weiteren besteht die Moglichkeit, dass unter Knockdown-Bedingungen andere
spezifische Lysinreste von Histonen acetyliert werden als nach pharmakologischer
Inhibition. Fiir verschiedene Klasse I HDACi konnten z.B. dhnliche regulatorische
Profile und eine starke Acetylierung der N-terminalen Lysinreste von Histonen nach-
gewiesen werden [221]. Im mittleren und C-terminalen Abschnitt der Histone wurde
hingegen eine unterschiedliche Acetylierung der Lysinreste festgestellt, was darauf
hindeutet, dass HDACi spezifische Acetylierungsmuster in Histonen induzieren und
somit verschiedene Lysinreste innerhalb eines Proteins beeinflussen konnen [221]. In
diesem Zusammenhang wére denkbar, dass unter Knockdown-Bedingungen wiederum
andere Lysine innerhalb der Histone acetyliert werden, die durch die in dieser Arbeit

verwendeten Antikorper nicht erfasst werden.

Bei den durchgefiihrten RNA-Expressionsstudien fallen ebenfalls signifikante
Unterschiede zwischen einem siRNA-vermittelten Knockdown und einer pharmakolo-
gischen Inhibition auf. In Romidepsin- und Givinostat-behandelten Zellen liegen
vermehrt Transkripte differentiell exprimiert vor, die mit dem Ablauf und der Kontrolle
des Zellzyklus zusammenhingen. Dagegen sind nach HDACI1/2-Knockdown mehr
Transkripte beeinflusst, die zur Kontrolle von Zelltodmechanismen beitragen ([295],
siche Kap. 4.1). Insgesamt wurden bei beiden Modulationsarten nur eine verhdltnisméa-
Big geringe Anzahl von Genen gemeinsam reguliert, darunter CDKN1A/p21 (detaillierte
Diskussion der RNA-Expressionsstudien siehe Kap. 4.1 und Kap. 7.5).

Das auffélligste Merkmal der RNA-Expressionsstudien nach pharmakologischer
HDAC-Inhibition ist, dass sich die zytologisch beobachteten enormen mitotischen
Storungen wiederfinden lassen [295]. Es wurde eine ausgeprigte Deregulation von
Zellzyklus-assoziierten Faktoren entdeckt, die insbesondere durch eine massive
Repression von mitotischen Genen sowie mit der Initiation der Replikation assoziierten

Genen (MCM (minichromosome maintenance complex) 2-9) charakterisiert ist.
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AuBerdem liegen vermehrt Faktoren von Zellzyklus-Kontrollpunkten differentiell
reguliert vor ([295], sieche Kap. 4.2 Supplements Publikation 2, Tab. S5).

Der mitotische Faktor AURKA (aurora kinase A) ist nach der pharmakologischen
HDAC-Inhibition besonders stark aufgefallen, da er in beiden Zelllinien (VM-CUBI1
und UM-UC-3) mit jedem getesteten HDACi (Romidepsin, Givinostat und SAHA)
reprimiert vorlag. Ein anderes Mitglied der Aurora Kinase Familie, AURKB (aurora
kinase B), lag in VM-CUBI1 Zellen nach HDACi-Behandlung ebenfalls einheitlich
reprimiert vor ([295], sieche Kap. 4.2 Supplements Publikation 2, Tab. S5). Aurora-
Kinasen interagieren mit Mikrotubuli und sind an der Ausrichtung und Segregation von
Chromosomen wihrend der Mitose und Meiose beteiligt [364, 365]"". Beide Kinasen,
insbesondere jedoch die Aurora A Kinase, liegen in vielen Krebsentititen iiberexpri-
miert vor und konnen die Entwicklung und Progression von Karzinomen fordern [103,
366-368]. In einigen Entitdten wurden diese Kinasen auch mit der Entwicklung von

Resistenzmechanismen in Zusammenhang gebracht [366, 369].

Guise et al. 2012 identifizierten Klasse I[la HDACs als direkte Zielmolekiile der Aurora
B Kinase; die Phosphorylierung durch Aurora B reguliert ihre Lokalisation wahrend des
Zellzyklus [370]. Zusétzlich gibt es bereits verschiedene Untersuchungen von Aurora-
Kinasen in Zusammenhang mit HDACi. Fiir Zellen des nicht-kleinzelligen Lungen-
karzinoms und diversen weiteren Karzinom-Zellen, einschlieBlich der UC-Zelllinie
T 24, wurde z.B. ebenfalls eine Repression der Expression von Aurora A- und B-
Kinasen nach HDAC-Inhibition mittels TSA, SAHA oder Panobinostat beschrieben
[371, 372]. In Nierenkarzinom-Zellen wird durch den Verlust beider Kinasen nach
Panobinostat-Behandlung ein G2/M-Arrest induziert [372], &dhnlich wie in den
UC-Zelllinien VM-CUB1 und UM-UC-3 nach Romidepsin- und Givinostat-Behandlung
[295]. Fadri-Moskwik et al. 2012 beschreiben, dass die Aurora B Kinase in Prostata-
karzinom-Zellen wihrend der Mitose durch einen HDAC3-vermittelten Acetylierungs-
Deacetylierungs-Zyklus reguliert wird. Dabei ist eine erhohte Aurora B Kinase-
Acetylierung mit einer niedrigeren Kinaseaktivitit assoziiert, was wiederum zu

Defekten in mitotischen Prozessen fiihrt [373].

" NCBI-Gene: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/9212, RefSeq September 2015, zitiert am 15.09.2016.
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Fiir beide Kinasen wurden bereits unterschiedliche Inhibitoren entwickelt und in
verschiedenen Entitéten, einschlieBlich des UC, erprobt [364, 374]. Bei den Effekten,
die durch diese Inhibitoren ausgelost werden, fillt auf, dass haufig die Induktion einer
erhohten G2/M-Fraktion beschrieben wird [374, 375], dhnlich wie in dieser Arbeit
durch die HDACi Romidepsin und Givinostat ausgelost [295]. Dies wurde auch fiir
verschiedene UC-Zelllinien, einschlielich UM-UC-3, mit dem Aurora A Kinase-
Inhibitor MLLN8237 beobachtet [374]. Zudem wurden bereits synergistische antineo-
plastische Effekte von HDACi und Aurora Kinase-Inhibitoren in verschiedenen
Zelllinien aus unterschiedlichen Entitdten beschrieben [364, 376-379]. Es wird
aullerdem postuliert, dass die HDACi-vermittelte Selektivitdt gegeniiber transformierten

Zellen durch die Modulation der Aurora A Kinase reguliert wird [380].

Fiir die unterschiedliche Ausprigung der Effekte zwischen siRNA-vermittelten
Knockdown und pharmakologische Inhibition kann es vielfdltige Griinde geben. Erstens
kommt es durch einen Knockdown zu einer Entfernung der HDACI1/2-Proteine,
wohingegen durch die pharmakologische Inhibition die enzymatische Aktivitit
gehemmt wird, die Proteine und somit die HDAC1/2-Multiproteinkomplexe jedoch
erhalten bleiben. Allerdings muss bedacht werden, dass fiir einzelne HDACs eine
Konformationsdnderung nach Inhibitorbindung postuliert wird und somit auch die
Assoziation der Multiproteinkomplexe gestort sein kann. Fiir HDACS wurde z.B.
beschrieben, dass einige Inhibitoren in der Lage sind, die Konformation dieses
Isoenzyms zu verdndern [59, 381]. Des Weiteren kann der pan-HDACi SAHA eine
Dissoziation der ING2-Untereinheit des Sin3-Komplexes katalysieren [60, 382]. Der
Verlust der ING2-Untereinheit fiihrt anschlieBend in vivo zu einer Abschwichung der
Bindung des Sin3-Komplexes an den Promotor des CDKNI1A/p21-Gens [382]. Dessen
Re-Expression bei HDAC-Inhibition wird u.a. iiber eine Hyperacetylierung des
Promotors reguliert [325] (siehe Tab. 2), die vermutlich z.T. durch die Abschwéchung
der Bindung des Sin3-Komplexes an den entsprechenden Promotor vermittelt wird

[382].

Die Zusammensetzung der Multiproteinkomplexe konnte auch durch einen selektiven
Abbau von spezifischen HDACs beeintrichtigt sein. So wurde z.B nachgewiesen, dass
der HDACi Valproinsdure, aber nicht TSA, eine selektive proteasomale Degradation
von HDAC?2 vermitteln kann [383]. Dies wird iiber die Induktion des Faktors Ubc8
(ubiquitin-conjugating enzyme E2 8) und die Stabilisierung der E3 Ubiquitin-Ligase
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RLIM (ring finger protein, LIM domain interacting) reguliert. Kommt es wiederum zu
einer gleichzeitigen Repression der RLIM-Expression, wie z.B. durch die Behandlung
mit TSA, findet keine proteasomale Degradation von HDAC?2 statt [383]. Dies ist also
ein selektiver HDACi-abhdngiger Prozess. Des Weiteren wurde fiir die UC-Zelllinie
5637 berichtet, dass nach Romidepsin- oder TSA-Behandlung eine deutliche Abnahme
der Proteinexpression von HDACI, 2 und 3 induziert wird [234]. In den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen kann jedoch weder in den RNA-Expressionsstudien
noch in den durchgefiihrten Western-Blot-Analysen ein Hinweis auf einen solchen
Mechanismus gefunden werden. Allerdings féllt bei den Expressionsstudien nach
HDACIi-Behandlung auf, dass viele Bestandteile der HDAC1/2 enthaltenden Sin3- und
insbesondere NuRD-Komplexe signifikant herunter reguliert sind und es so zu einer
Beeintrachtigung der Komplexbildung kommen konnte ([295], sieche Kap. 4.2
Supplements Publikation 2, Tab. S5). Diese Beobachtung wird teilweise auch durch die
Proteomstudie in 5637 Zellen nach Romidepsin- oder TSA-Behandlung bestitigt, bei
der z.B. eine Expressionsverminderung von SDS3 (yeast SDS3 homolog) des Sin3-
Komplexes detektiert wurde [234]. Grundsétzlich ist die katalytische Aktivitdt von
HDACI1 und 2 stark von der Inkorporation in Multiproteinkomplexe abhingig [53],
sodass jede Anderung der HDAC-Konformation oder der Zusammensetzung der

Komplexe zu einer starken Beeintrachtigung der Deacetylase-Aktivitét flihren konnte.

Zweitens ist es moglich, dass die pharmakologische Inhibition im Vergleich zum
Knockdown stringenter ist. Obwohl der siRNA-vermittelte Knockdown laut RT-PCR
und Western-Blotting sehr effizient ist [295], ist nicht auszuschlieen, dass ein Teil der

Proteine erhalten bleibt und zu der unterschiedlichen Auspragung der Effekte beitrédgt.

Drittens kann es durch vielfdltige PTMs von HDACs und ihren Komplexpartnern zu
Verdanderungen von Aktivitdt, Stabilitdt, Lokalisation und Inkorporation in
Multiproteinkomplexe der HDACs kommen [32, 36, 53, 384]. PTMs wurden im
Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Thre Funktionen sind vor allem fiir HDAC1/2-
Komplexe bekannt, wurden jedoch auch vereinzelt fiir HDAC3 und 8 beschrieben [53,
61, 65, 89, 107, 279, 323, 384-387]. Bekannte PTMs von HDACs sind Acetylierung,
Methylierung, Glykosylierung, S-Nitrosylierung, SUMOylierung, Ubiquitinierung und
Phosphorylierung [32, 36, 53, 384]. Die am besten charakterisierte PTM von Klasse I
HDAC:s ist die reversible Phosphorylierung [36]. Diese wird u.a. iiber CK2 an HDACI,
2 und 3 vermittelt und wirkt meistens aktivierend [89, 323, 385, 386] (zit. aus [53]). Die
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Regulation von HDACS iiber PTMs unterscheidet sich deutlich von der der anderen
Klasse I HDACs, so wird z.B. durch eine Phosphorylierung die enzymatische Aktivitit
eher inhibiert als aktiviert [36]. Ein prominentes Beispiel dafiir ist, dass eine spezifische
Phosphorylierung von S39 in der Néhe des aktiven Zentrums in einer Abnahme der
Deacetylase-Aktivitdt resultiert [36, 65]. Des Weiteren sind viele HDACs und ihre
Komplexpartner auch selbst Zielmolekiile fiir reversible Acetylierungen [107]; so findet
z.B. eine Aktivierung von HDACI iiber eine spezifische Deacetylierung statt [387] (zit.
aus [53]).

Ein vierter Grund, der zur unterschiedlichen Auspriagung von Effekten zwischen einer
siRNA-vermittelten und pharmakologischen Klasse I HDAC-Inhibition beitragen
konnte, ist, dass die Inhibitoren nicht nur HDACI, 2, 3 und 8, sondern auch andere
Zielmolekiile hemmen. Diese zusitzlichen Zielmolekiile konnen sowohl weitere
HDACSs, als auch nicht verwandte Faktoren sein, wie z.B. die Komponenten von
Signaltransduktionswegen. Zusitzliche Zielmolekiile und weitere Besonderheiten der in

dieser Arbeit verwendeten Klasse I HDACi werden in Kap. 7.4 diskutiert.

7.3 Pharmakologische Inhibition von Klasse | HDACs -
Gemeinsamkeiten und Unterschiede verschiedener HDAC1

Zwischen den verschiedenen Klasse I HDACi Romidepsin, Givinostat und 4SC-202
konnten auch deutliche Unterschiede in ihren Effekten festgestellt werden [295, 301].
Diese Unterschiede betreffen sowohl den Zellzyklus als auch Zelltodmechanismen und
Genexpression. Im folgenden Abschnitt sollen diese Unterschiede diskutiert, jedoch
auch Gemeinsamkeiten hervorgehoben werden. Eine detaillierte Diskussion der RNA-
Expressionsstudien erfolgt in Kap. 7.5, hier wird nur auf einzelne relevante differentiell

exprimierte Faktoren eingegangen.

Zellzykluseffekte

Alle drei Inhibitoren induzieren eine dramatische Stérung des Zellzyklus in den UC-
Zelllinien VM-CUBI1 und UM-UC-3, die nach 24-stiindiger Behandlung durch eine
stark ausgeprigte G2/M-Fraktion charakterisiert ist. Nach 48-stiindiger Behandlung
entsteht ein sehr unregelméBiges, Zelllinien-abhingiges ,,gezacktes* Profil, welches sich
bei allen drei Inhibitoren ungefdhr gleich stark ausbildet ([295, 301], siche Kap. 4.2 und
5.2). Alle drei Klasse I HDACi scheinen im ersten Zellzyklus Storungen der Mitose zu

induzieren, durch die es zu einer verlingerten G2/M-Phase kommt. Im zweiten
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Zellzyklus kommt es dann vermutlich zu einem Eintritt in die S-Phase, der durch
Replikationsstress und einem irreversiblen Arrest-dhnlichen Zustand charakterisiert ist
und schlieflich in einem sekunddren Zelltod resultiert. Diese Ereignisse werden
vermutlich dadurch begilinstigt, dass viele UC-Zelllinien Storungen im G1/S-
Kontrollpunkt aufweisen [300] und Tumorzellen mit defekten Kontrollpunkten dazu
tendieren, trotz eines fehlenden korrekten Abschlusses der Replikation oder Mitose, in
die nichste Phase iiberzugehen [388]. Durch die Defekte im G1/S-Kontrollpunkt sind
Karzinom-Zellen besonders stark von den S- und G2/M-Kontrollpunkten abhéngig; da
der S-Phasen-Kontrollpunkt eher einen drosselnden als einen arretierenden Effekt hat,
kann eine Zelle mit DNA-Schiaden, die z.B. durch HDACIi induziert wurden, diesen
durchlaufen, um schlielich am G2/M-Kontrollpunkt zu arretieren [103, 389]. Wird
dieser Kontrollpunkt durch HDACi gestort, findet keine Reparatur der DNA-Schiden
statt und es kommt selektiv zu einem mitotischen Zelltod von neoplastischen Zellen, da
benigne Zellen aufgrund eines intakten G1/S-Kontrollpunktes vor diesen Ereignissen

geschiitzt sind [103, 389].

Unterschiede werden bei detaillierten Analysen dieser Zellzyklusstorungen vor allem
zwischen den HDACI1/2-Inhibitoren Romidepsin/Givinostat und dem HDAC1/2/3-
Inhibitor 4SC-202 deutlich [295, 301]. Dies illustriert die quantitative Auswertung der
Zellkernmorphologie nach Romidepsin- und Givinostat-Behandlung. Zunéchst wurde
eine hohere Anzahl mitotischer Prozesse im ersten Zellzyklus (24 Stunden) beobachtet,
was fiir einen verlidngerten Durchlauf der Mitose-Phase spricht. Im zweiten Zellzyklus
(48 Stunden) wurde eine deutliche Abnahme der Mitosen detektiert. Gleichzeitig fand
eine Akkumulation von Mikronuklei statt [295].

Nach 4SC-202-Behandlung sind diese Effekte viel stirker ausgepréigt. Ein groBer Teil
der Zellkerne schien nach 24 Stunden Behandlung entweder eine aberrante Mitose zu
durchlaufen (stark kondensiert) oder stark fragmentiert mit vielen Mikronuklei vorzu-
liegen. 48 Stunden nach Behandlung verschob sich dieses Verhéltnis hin zu stark
fragmentierten Nuklei. Die Anzahl der aberranten Mitosen nahm deutlich ab. Eine
quantitative Auswertung war, aufgrund der stark ausgeprigten Stérungen bei 4SC-202,
nicht moglich [301].

Der durch 4SC-202 induzierte Phénotyp dhnelt insgesamt einer mitotischen Katastrophe
[390, 391]. Die Induktion einer mitotischen Katastrophe durch HDACi wurde bereits
vereinzelt beschrieben [178, 392]. Die HDACi SAHA und Valproinsdure fithren in
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Glioblastom-Zellen zu einer Erhohung der G2/M-Population, vermittelt durch eine
Repression der Kinasen Weel (WEEI G2 checkpoint kinase) und Chkl (checkpoint
kinase 1) [178]. Zu der Ausbildung einer mitotischen Katastrophe in diesen Zellen trigt
weiterhin die verminderte Expression von Faktoren bei, die an der DNA-Reparatur
(RADS1 (RAD (radiation) 51 recombinase)), an der Ausbildung der Mitosespindeln
(TPX2 (targeting protein for Xkilp2)) und an der Chromosomensegregation (Survinin)
beteiligt sind [178]. All diese Faktoren liegen auch in den in dieser Arbeit durch-
gefilhrten RNA-Expressionsstudien nach Romidepsin- und Givinostat-Behandlung in
mindestens einer, meistens in beiden Zelllinien, reduziert vor [295]. Da das Konzept der
mitotischen Katastrophe umstritten ist - offenbar werden verschiedene mitotische
Stérungen und Zelltodmechanismen in dieser Definition zusammengefasst [390, 391,
393] - bedarf es aufwindiger Experimente um das Auftreten dieses Phdnomens in UC-

Zelllinien zu spezifizieren.

Untersuchungen von Zhou et al. 2013 geben einen Hinweis darauf, warum UC-
Zelllinien besonders sensitiv auf HDACi-induzierte Storungen in der Mitose reagieren
konnten [374]. Demnach liegen Gene, die am Spindel-Kontrollpunkt in der mitotischen
Metaphase beteiligt sind, im UC héaufig iiberexprimiert vor. Insgesamt wurden 13
iiberexprimierte Gene identifiziert: CCNA2 (Cyclin A2), KIF4A (kinesin family member
4A4), TTK (T-cell Tat-associated kinase), KIF11 (kinesin family member 11), AURKB,
NUF2 (NDC80 kinetochore complex component), MAD2L1 (MAD2 mitotic arrest
deficient-like 1), DLG7 (discs large homolog 7), TPX2, CDCD20, BUBIB (BUBI
mitotic checkpoint serine/threonine kinase B), AURKA und ZWINT (ZW10 interacting
kinetochore protein) [374]. All diese Faktoren, mit Ausnahme von DLG?7, liegen in den
in dieser Arbeit durchgefithrten RNA-Expressionsarrays nach Behandlung mit
Romidepsin und Givinostat in mindestens einer, meistens jedoch beiden Zelllinien,
herunter reguliert vor; dies sollte an der Ausbildung der starken mitotischen Stérungen

beteiligt sein [295].

Im Zusammenhang mit abnormaler Mitose sollte weiterhin beachtet werden, dass diese
einen p53-abhéngigen apoptotischen Zellzyklusarrest und Zelltod auslosen kann [394].
Das p53-Gen ist jedoch in fast allen UC-Zelllinien mutiert, einschlieBlich der in dieser
Arbeit genau untersuchten VM-CUBI1 und UM-UC-3 Zellen [1, 395]. Dadurch kann die
Féahigkeit zur Apoptose-Induktion im Anschluss an mitotische Storungen in diesen

Zellen beeintrachtigt sein. Dies konnte teilweise die in dieser Arbeit beobachtete
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Mischform aus apoptotischem und nekrotischem Zelltod erkldren (detaillierte
Diskussion s.u.). Speziell wire interessant herauszufinden, inwieweit der Mitose-
spezifische Deacetylase-Komplex MiDAC [70, 71], der ein HDACI1/2-Heterodimer
enthélt (sieche Abb. 3), an der Ausbildung der mitotischen Storungen in UC-Zelllinien
durch HDAC: beteiligt ist.

Kanonischer HDACi-Wirkmechanismus in UC-Zelllinien?

Das in der Literatur beschriebene kanonische Modell der HDACi-Wirkung beinhaltet
verschiedene charakteristische Mechanismen. Zu diesen gehdrt hauptsdchlich die
Dekondensierung des Chromatins durch Hyperacetylierung von Histonen, eine
Modifizierung des Acetylierungsstatus an Promotoren spezifischer Gene und die damit
verbundenen Expressionsverdnderungen [35, 103]. Verdnderungen bei der Expression
konnen auBlerdem durch die Acetylierung von verschiedenen Transkriptionsfaktoren,
wie z.B. STAT3 (STAT - signal transducer and activator of transcription) [396, 397],
und die damit einhergehende Regulation ihrer Lokalisation, Komplexierung und
transkriptionellen Aktivitdt vermittelt werden [35]. Im kanonischen Modell kommt es
schlieBlich zur Deregulation bestimmter Faktoren mit anschlieBendem Zellzyklusarrest

(meist G1 [23]) und Apoptose-Induktion [54, 103].

Vergleicht man dieses kanonische Modell mit den durch Klasse I HDACi induzierten
Effekten in UC-Zelllinien, werden grundlegende Unterschiede deutlich. Offensichtlich
werden die ausgelosten Effekte groftenteils nicht iiber den kanonischen Mechanismus
vermittelt. Der nach HDACi-Behandlung oft beobachtete Gl-Arrest in anderen
Entitidten [23] fehlt in UC-Zelllinien, dafiir beobachten wir eine stark erhohte G2/M-
Fraktion [295, 301]. Diese Akkumulation von Zellen in der G2/M-Phase wurde
teilweise auch in anderen Entititen detektiert. Eine mogliche Erkldrung, die in der
Literatur diskutiert wird ist, dass die Ausprigung eines G1- oder G2/M-Arrestes im
Zuge einer HDACi-Behandlung von der Konzentration des eingesetzten Inhibitors
abhéngt [105, 181, 398]. Damit hiangt zusammen, dass nicht jeder vermeintliche G2/M-
"Arrest" tatsdchlich ein echter reversibler Arrest ist, sondern eine fehlerhafte Mitose und
Zytokinese reprisentieren kann [181, 388, 398, 399], die zu einem grofen Anteil iiber
Nicht-Histon-Substrate vermittelt wird [55, 181].

Ein echter G2-Arrest scheint vor allem bei HDACi-Konzentrationen ausgelost zu
werden, die eine maximale Histonacetylierung induzieren, wohingegen ein G1-Arrest

durch niedrigere Konzentrationen vermittelt wird [181, 398]. Grundsitzlich ist es
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strittig, ob der in UC-Zelllinien beobachtete Anstieg der G2/M-Fraktion durch den
Einsatz von geringeren HDACi-Konzentrationen weniger stark ausfallen und dadurch
ein Gl-Arrest in den Zellen induziert werden wiirde. Diese Abhdngigkeit wurde bisher
nur fiir einen echten reversiblen G2-Arrest beschrieben [181]. Die in dieser Arbeit
verwendeten HDACi-Konzentrationen fiir Romidepsin und Givinostat lagen bei 3 nM
Romidepsin und 0,5 uM Givinostat fiir 24 und 48 Stunden. Diese Konzentrationen
entsprechen ungefidhr den ICsp-Werten der Inhibitoren nach 72-stiindiger Behandlung
(VM-CUBI1 - 4,27 nM Romidepsin, 0,49 uM Givinostat; UM-UC-3 - 3,36 nM
Romidepsin, 0,63 uM Givinostat; siche Tab. 5 in Anh. C). Trotz der relativ niedrig
eingesetzten Konzentrationen kommt es nach 24-stiindiger Behandlung dennoch zu
einer starken Auspriagung der G2/M-Fraktion [295]. Daraus ergibt sich die Frage, wie
niedrig konzentriert HDACi in UC-Zelllinien eingesetzt werden miissten, um einen
Gl-Arrest zu induzieren und ob UC-Zelllinien geniigend Spielraum fiir eine solche

kanonische Reaktion haben.

Betrachtet man die Zellzyklusprofile von VM-CUB1 und UM-UC-3 nach 4SC-202-
Behandlung, gibt es zwar Hinweise darauf, dass eine niedrigere Konzentration von
4SC-202 (0,5 uM) einen weniger starken G2/M-dhnlichen Arrest auslost als eine
Behandlung mit hoheren Konzentrationen (2,5 uM), jedoch kann kein Hinweis auf die
Induktion eines Gl-Arrestes gefunden werden. Selbst bei der niedrigeren 4SC-202-
Konzentration tritt ein deutlicher G2/M-Anstieg auf [301]. Mdglicherweise kann durch
die Beeintriachtigung der RB1-, p53- und p16-Funktion grundsitzlich kein G1-Arrest in
UC-Zelllinien induziert werden [1, 395] und damit auch keine Konzentrations-
Abhingigkeit der Zellzyklusantwort in UC-Zelllinien vorliegen. Der fehlende G1-Arrest
konnte ein Grund dafiir sein, dass die antineoplastische Aktivitdt von HDACi auf UC-
Zelllinien so stark ausgeprégt ist. Peart et al. 2003 und 2005 zeigten z.B., dass sich eine
pl6-Induktion und der dadurch ausgeloste Gl-Arrest protektiv auf einen HDAC:-
vermittelten Zelltod auswirken und dass dieser Effekt u.a. durch eine differentielle
Expression einer kleinen Untergruppe von apoptotischen Genen reguliert wird, wie z.B.
BCLXL und MYBL2 (v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog-like 2) [93,
400]. Interessant ist, dass zusitzlich zum G1l-Arrest [400] auch ein reversibler G2-
Arrest protektiv auf den HDACi-vermittelten Zelltod wirken kann [181, 398]. Zellen,
die inkompetent fiir einen G2-Arrest sind, beispielsweise durch Defekte im G2-

Kontrollpukt, sind dagegen sensitiver gegeniiber HDACi. Sie gehen in die mitotische
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Phase iiber und durchlaufen eine aberrante Mitose, die schlieBlich in fehlerhafter

Zytokinese und apoptotischem Zelltod resultiert [181, 401].

Fiir UC-Zelllinien wurden ebenfalls Defekte im G2-Kontrollpunkt beschrieben, vor
allem im Dekatenierungs-G2-Kontrollpunkt [402]. Die Dekatenierung findet vor der
Separation der Schwester-Chromatiden wahrend der mitotischen Anaphase statt. Dabei
handelt es sich um einen durch Topoisomerase II-katalysierten Prozess, bei dem die
beiden bei der Replikation entstandenen DNA-Doppelstringe entfalten werden [402].
Der Dekatenierungs-Kontrollpunkt verzogert den Eintritt in die Mitose, bis die
Chromosomen richtig entflochten sind. Fehler in diesem Kontrollpunkt kénnen zu
Chromosomenbriichen und Aneuploidie in den Tochterzellen fiihren [403]. Eine
kiirzlich erschienene Studie zeigt, dass Kolonkarzinom-Zellen mit Defekten im
Dekatenierungs-G2-Kontrollpunkt durch den Einsatz von Topoisomerase II-Inhibitoren
selektiv getdtet werden konnen und eine mitotische Katastrophe durchlaufen [404]. Laut
den durchgefiihrten RNA-Expressionsstudien liegt Topoisomerase II in VM-CUBI
Zellen nach Romidepsin-Behandlung reprimiert vor [295]. Dies konnte ein Hinweis

darauf sein, dass dieser Prozess auch fiir die HDACi-Wirkung in UC-Zellen wichtig ist.

Aufgrund dieser Defekte und auf Basis der in dieser Arbeit vorgestellten Daten,
insbesondere der Zellzyklusprofile und der Zellkernmorphologie, kann in den UC-
Zelllinien VM-CUB1 und UM-UC-3 ebenfalls von einer fehlerhaften Mitose, und nicht
von einem echten G2/M-Arrest, ausgegangen werden [295, 301]. Interessant wire an
dieser Stelle zu wissen, ob diese Effekte in UC-Zelllinien transkriptioneller Natur sind
oder ob sie iiberwiegend iiber Acetylierung von Nicht-Histon-Substraten vermittelt
werden. Dies konnte z.B. mit Hilfe eines Transkriptionsinhibitors und der Bestimmung
des Acetylierungsgrades bekannter Nicht-Histon-Substrate, die in der Mitose eine Rolle
spielen, untersucht werden. Dariiber hinaus wire eine umfassende Acetylom-

Bestimmung in UC-Zellen nach HDAC-Inhibition sinnvoll.

HDACi-vermittelte Zelltodmechanismen

In dem durch Romidepsin und Givinostat induzierten sekundiren Zelltod scheinen
sowohl nekrotische als auch apoptotische Prozesse involviert zu sein. So beeinflusste
der pan-Caspase-Inhibitor Q-VD-OPh nach HDACi-Behandlung die Zellviabilitit
kaum, wohingegen der Nekrose-Inhibitor Necrox-2 teilweise protektiv auf die Zellen
wirkte [295]. Mit dem Inhibitor 4SC-202, der zusétzlich HDAC3 hemmt, wurde

wiederum im Vergleich zu Romidepsin und Givinostat eine verstiarkte Induktion von
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Apoptose beobachtet; es wurden eine erhohte Caspase-3/7-Aktivitit und eine stirkere
Spaltung von PARP1 induziert. Trotz dieser stirkeren Apoptose-Aktivierung spielen bei
4SC-202 jedoch auch nekrotische Prozesse eine Rolle, charakterisiert durch eine
erhohte LDH-Freisetzung und erhohte nekrotische Fraktion in den Annexin V/PI-
Messungen [301]. Insgesamt scheint der durch 4SC-202 induzierte Zelltodmechanismus
Zelllinien-abhingig zu sein. In VM-CUBI1 Zellen werden eher apoptotische und in
UM-UC-3 Zellen eher nekrotische Prozesse ausgelost, was durch den Einsatz von

Caspase- und Nekrose-Inhibitoren bestétigt werden konnte [301].

Allgemein wird die Induktion von nekrotischen Prozessen durch HDACi nur vereinzelt
beschrieben. In Melanom-Zellen, die eine onkogene Mutation im B-RAF' (B-Raf proto-
oncogene)-Gen tragen, wird ein nekrotischer Zelltod nach kombinierter Behandlung mit
einem B-RAF-Inhibitor und Panobinostat oder SAHA induziert [405]. Durch Givinostat
in Kombination mit dem multi-Kinase-Inhibitor Sorafenib wird synergistisch ROS-
abhéngige Nekroptose, eine RIPK3 (receptor interacting serine/threonine kinase 3)-

vermittelte Form der Nekrose [406, 407], ausgelost [408].

Im kanonischen Wirkmechanismus wird dagegen die antineoplastische Aktivitdt der
HDACi groBtenteils auf die Fédhigkeit zur Induktion von apoptotischen Prozessen
zuriickgefiihrt [103, 409, 410]. Dies wird u.a. iiber eine Induktion apoptotischer
Aktivatoren und Repression apoptotischer Inhibitoren vermittelt [103]. Zu den apoptoti-
schen Aktivatoren, die hdufig induziert sind, gehéren BIM (BCL2-interactig mediator
of cell death), BMF (Bcl2 modifying factor), NOXA (PMAIP1, phorbol-12-myristate-
13-acetate-induced protein 1), BAKI1 (BCL2-antagonist/killer 1), BAX (BCL2-
associated X protein), BOK (BCL2-related ovarian killer), APAF1 (apoptotic peptidase
activating factor 1), FAS, FASLG, BID, TRAIL und TRAILR1/2 (TNFRSF10A/B,
tumor necrosis factor receptor superfamily member 10a/b). Zu den apoptotischen
Inhibitoren, die reprimiert sein konnen, gehoren XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis),
Survinin, BCL2 (B cell leukemia/lymphoma 2), ZAK (sterile alpha motif and leucine
zipper containing kinase AZK), MYBL2, BCL2L2 (BCL2-like 2), MCLI1 (myeloid cell
leukemia 1) und c-FLIP [25, 35, 93, 103, 105, 409, 410].

Diese Faktoren liegen teilweise auch in den in dieser Arbeit durchgefiihrten RNA-
Expressionsstudien nach Klasse I HDACi-Behandlung dereguliert vor. Es kann jedoch
nicht von einer einheitlichen Induktion oder Repression von pro- bzw. anti-

apoptotischen Faktoren gesprochen werden. In beiden Zelllinien (VM-CUBI und
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UM-UC-3) ist nach HDACi-Behandlung die Expression der pro-apoptotischen Faktoren
BIM (Romidepsin), TRAILR2 (Romidepsin, Givinostat) und NOXA (VM-CUBI:
Givinostat; UM-UC-3: Romidepsin, Givinostat) erhoht. Gleichzeitig wurde ein
signifikanter Abfall der anti-apoptotischen Faktoren XIAP (UM-UC-3: Romidepsin),
Survinin (VM-CUBI: Romidepsin, Givinostat; UM-UC-3: Givinostat), ZAK
(VM-CUB1/UM-UC-3: Romidepsin, Givinostat), MYBL2 (VM-CUBI: Romidepsin)
und c-FLIP (VM-CUBI: Givinostat; UM-UC-3: Romidepsin, Givinostat) detektiert.
Der apoptotische Inhibitor MCLI1 liegt dagegen nach Romidepsin-Behandlung in
UM-UC-3 Zellen induziert vor (detaillierte Diskussion siehe Kap. 7.5). Viele der
bekannten pro-apoptotischen Faktoren zeigen keine Verdnderung, darunter BAX, BAK1
und BMF [295]. Einige der apoptotischen Aktivatoren liegen nach Romidepsin- und
Givinostat-Behandlung sogar reprimiert vor, darunter sind FAS (VM-CUBI,
UM-UC-3), BID (VM-CUBI, UM-UC-3), TRAIL (VM-CUBI: Romidepsin) und
TRAILRI (VM-CUBI1) [295].

Der apoptotische Inhibitor BCL2 scheint in den durchgefiihrten RNA-
Expressionsstudien nicht inhibiert zu werden, jedoch fillt auf, dass der verwandte
Faktor BCL2L1 (BCL2-like 1) nach der Behandlung mit Givinostat in VM-CUBI1
Zellen induziert wird [295]. BCL2L1 kann, aufgrund zweier alternativer Spleil3-
varianten, entweder anti-apoptotisch (Bcl-xL (B cell leukemia/lymphoma-extra large))
oder pro-apoptotisch (Bcl-xS (B cell leukemia/lymphoma-extra small)) wirken [41 17"
Die lingere Form Bcl-xL wurde schon mit Resistenzmechanismen, Radiosensitivitét
und der Inhibition eines SAHA-induzierten Zelltods, jedoch auch mit einer Autophagie-
Induktion in Zusammenhang gebracht und konnte auch in UC-Zelllinien eine Rolle

spielen [186, 412-415].

Ein weiterer interessanter Faktor ist das pro-apoptotische Protein TRPM2 (transient
receptor potential cation channel, subfamily M?2). Cao et al. 2015 bestimmten
apoptotische Effekte verschiedener Konzentrationen der Inhibitoren TSA und Natrium-
Butyrat in der UC-Zelllinie T-24 [265]. Durch die Behandlung mit den HDACi wurden
Zeit- und Dosis-abhéngig Apoptose und ein Anstieg der TRPM2-Expression induziert.
Ein Knockdown von TRPM2 verringerte die HDACi-induzierte Apoptose deutlich
[265]. In den durchgefiihrten RNA-Expressionsstudien liegt TRPM2 in VM-CUBI1

Zellen nach Romidepsin- und Givinostat-Behandlung dagegen niedriger exprimiert vor

"2 NCBI-Gene: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/598, RefSeq Dezember 2015, zitiert am 17.09.2016.
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[295]. Diese entgegengesetzte Regulation konnte durch die Verwendung verschiedener
Inhibitoren oder durch die unterschiedlichen Zelllinien bedingt sein. Eine Frage, die
sich daraus ergibt, ist, ob die Repression von TRPM2 auch in VM-CUBI1 Zellen die
Apoptose inhibiert und somit moglicherweise zu einer Entstehung des beobachteten

Zelltods beitrdgt, einer Mischform von apoptotischen und nekrotischen Prozessen.

HDACi-vermittelte DNA-Schdden in UC-Zellen?

Fiir HDACi wurden neben der besprochenen Induktion einer mitotischen Katastrophe
weitere verschieden stark ausgepréigte Storungen in der Mitose beschrieben [181, 388,
416]. Weiterhin wurden Storungen in DNA-Replikation [169, 357] und Zellzyklus-
Kontrollpunkten [180, 388, 399] sowie Induktion von DNA-Schéden [349, 357] und die
Beeinflussung von Spleillprozessen, mit ungeféhr 700 alternativ gespleiiten Genen, von
denen viele an Zelldifferenzierung und Regulation des Zellzyklus beteiligt sind [60,
417], beobachtet (zit. aus [53]). Diese Effekte konnen wesentlich auf die Inhibition von
HDAC1 und/oder HDAC2 zuriickgefiihrt werden [386, 417-419] (zit. aus [53]). So soll
HDAC?2 mit dem Spleilosom assoziiert sein [60, 420].

Die beschriebenen Effekte konnten auch in UC-Zellen relevant sein und sollten durch
weitere Experimente validiert werden. Eine initiale Untersuchung von moglichen DNA-
Schéden, insbesondere DNA-Doppelstrangbriichen, wurde im Rahmen dieses Projektes
nach Romidepsin- und Givinostat-Behandlung mit einer Doppelfarbung von yH2A.X
und 53-BP1 durchgefiihrt. Dabei wurde eine erhohte Anzahl von yH2A.X Foci
detektiert, jedoch nur eine niedrige Anzahl korrespondierender 53-BP1 Foci und damit
nur wenige ,,echte DNA-Doppelstrangbriiche. Auffillig war dagegen das vermehrte
Auftreten von Zellkernen mit einer pan-yH2A.X-Fiarbung [295]. Diese Zellkerne
konnten Zellen reprédsentieren, die nicht in der Lage sind die S-Phase korrekt
abzuschlielen, passend zu den Zellzyklusprofilen nach 48 Stunden Behandlung, oder
solche Zellen, die andere Formen von DNA-Schiden akkumulieren [421]. Eine
allgemeine Akkumulation von DNA-Schdden wurde nach Romidepsin- und Givinostat-
Behandlung in den Zelllinien VM-CUBI1 und UM-UC-3 untersucht, konnte jedoch nur
in der Zelllinie VM-CUBI nach 48-stiindiger Inkubation mit Givinostat in ausgeprégter
Form beobachtet werden (alkalischer Comet-Assay, Daten nicht gezeigt). Fiir den

Inhibitor 4SC-202 wurden dazu noch keine Experimente durchgefiihrt.
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Interessanterweise kann ein PARP1-abhingiger Mechanismus, ausgehend von DNA-
Schiden, zu einem nekrotischen Zelltod fithren. Die primére Funktion von PARPI liegt
darin DNA-Schédden zu erkennen und zu reparieren. Dadurch wird in Zellen, in denen
DNA-Schiaden akkumulieren, wie etwa durch Induktion von oxidativen Stress iiber
HDACi [182, 189, 352-354], cine sehr hohe PARPI-Aktivitit und ein damit
einhergehender hoher Verbrauch von NAD" und schlieBlich ATP detektiert. Der hohe
Energieverbrauch wihrend dieser Prozesse kann zu passivem nekrotischen Zelltod
fiihren [422, 423]. Diese Prozesse konnen durch Spaltung von PARP1 iiber Caspasen
blockiert werden [423, 424]. Inaktivitdt von Caspasen lenkt den Zelltod in Richtung
Nekrose [423]. Dazu passt die Beobachtung, dass nach Romidepsin- und Givinostat-
Behandlung keine relevante Erhéhung der Caspase-3/7-Aktivitit in VM-CUBI und
UM-UC-3 Zellen detektiert werden kann. PARP1-Spaltung tritt in beiden Zelllinien
verzogert nach 48 Stunden Behandlung auf [295]. Eine Caspase-3/7-unabhéngige
PARPI1-Spaltung wurde schon in anderen Studien beobachtet [363]. In diesem
Zusammenhang sollte auch beachtet werden, dass Faktoren, die an der Reparatur von
DNA-Schédden beteiligt sind, in den durchgefiihrten RNA-Expressionsstudien eher
herunter reguliert vorlagen ([295], siche Kap. 4.2 Supplements Publikation 2, Tab. S5).

7.4  Weitere Zielmolekiile und Besonderheiten der
verwendeten Klasse Il HDAC1

Zur unterschiedlichen Auspragung von Effekten zwischen siRNA-vermitteltem
Knockdown und pharmakologischer Inhibition sowie zwischen verschiedenen Klasse |
HDAC: untereinander kann beitragen, dass die Inhibitoren nicht nur HDACI, 2, 3 und
8, sondern auch andere Zielmolekiile hemmen. Diese zusétzlichen Zielmolekiile konnen
sowohl weitere HDACs, als auch Faktoren von anderen Signalwegen und
Regulationssystemen, sein. Im folgenden Kapitel sollen weitere Zielmolekiile und

Besonderheiten der verwendeten Klasse I HDAC: diskutiert werden.

Compound 5 und compound 6

Die HDACS8-Inhibitoren compound 5 und 6 zeigen im Vergleich zur Inhibition mit
compound 2 und zum siRNA-vermittelten Knockdown von HDACS stérkere antineo-
plastische Effekte in UC-Zelllinien (siehe Tab. 5 in Anh. C, [293]). Diese dulern sich in
einer starkeren Inhibition der Klonogenitit und Migration, Acetylierung von a-Tubulin

und einer erhohten G2/M-Fraktion [293]. Diese Effekte lassen vermuten, dass
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compound 5 und 6 zusdtzliche Targets hemmen, darunter vermutlich auch weitere

Klasse | HDACs sowie HDACS6.

Krennhrubec et al. 2007 beschreiben, dass durch compound 5 und 6 in vitro auch
HDAC6 gehemmt wird. Die in vitro ICsp-Werte fiir HDACG6 liegen bei iiber 50 uM
[227]. Eine erhohte Acetylierung von a-Tubulin in UC-Zellen kann allerdings schon bei
deutlich niedrigeren Konzentrationen detektiert werden [293]. Diese Diskrepanz weist
moglicherweise darauf hin, dass es sich bei compound 5 und 6 um Prodrugs handelt, die
innerhalb der Zellen aktiviert werden. Ebenfalls ist es moglich, dass HDACS selbst den
Prozess der a-Tubulin-Acetylierung beeinflusst, da in UC-Zellen auch nach spezifi-
schem HDACS8-Knockdown eine Zunahme der o-Tubulin-Acetylierung beobachtet
werden kann [293]. Die erhohte G2/M-Fraktion nach Behandlung mit compound 5 und
6 [293] dhnelt den Zellzyklusprofilen, die nach der Behandlung mit den Inhibitoren
Romidepsin und Givinostat entstehen [295]. Dies deutet auf eine zusitzliche Inhibition
von HDACTI und 2 hin. Laut Krennhrubec et al. 2007 wird HDACT in vitro allerdings
erst ab Konzentration von iiber 100 pM inhibiert, was weit oberhalb der in UC-
Zelllinien verwendeten Konzentrationen liegt [227, 293]. Fiir HDAC?2 liegen diesbeziig-

lich keine Daten vor.

Givinostat

Fiir den Klasse I HDACi Givinostat wird in einigen Arbeiten beschrieben, dass auch
Klasse II HDACs gehemmt werden [425, 426]. Khan et al. 2008 postulieren, dass
Givinostat in vitro, zusitzlich zu HDAC1 (ICsp 28 £ 8 nM) und HDAC2 (ICs¢ 56 +
13 nM), auch HDAC3 (ICsp 21 £ 3 nM) und die Klasse Il HDACs HDAC4 (ICsy 52 +
5nM), HDAC6 (ICsp 27 = 16 nM) und HDAC7 (ICsp 163 + 8 nM) im nanomolaren
Bereich hemmen kann (siehe Tab. 3 in Anh. A, [425]). Dieses alternative Wirkspektrum
konnte einige Unterschiede zwischen den beiden Inhibitoren Romidepsin und
Givinostat erkldren, darunter eine stirkere globale Hyperacetylierung von Histonen
nach Romidepsin-Behandlung und eine Induktion der a-Tubulin-Acetylierung nach der

Behandlung mit Givinostat [295].
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Romidepsin

Fiir den Inhibitor Romidepsin wird postuliert, dass er in vitro zusitzlich zu HDACI1
(ICs036 = 16 nM) und 2 (ICs50 47 £ 18 nM) [222] PI3 (phosphatidylinositol 3)-Kinasen
(ICs9 57,1 uM) inhibiert und somit den PI3K/AKT-Signalweg modulieren kann [427].
Des Weiteren deuten neuere Aktivititsmessungen darauf hin, dass Romidepsin in vitro
zusitzlich zu HDAC1 (ICsp 0,102 nM) und 2 (ICsp 0,376 nM) auch die Klasse | HDACs
3 (ICsp 0,211 nM) und 8 (ICsp 24,6 nM) und HDACs der Klassen Ila (ICso 1,16 —
314 nM), IIb (ICso 0,133 (HDAC10) und 488 (HDAC6) nM) und IV (ICsy 0,407 nM)
inhibiert [428]. Geht man von diesen in vitro 1Csp-Werten aus, sollten unter der in dieser
Arbeit fiir die Behandlung der Zellen verwendeten Romidepsin-Konzentration (3 nM)
folgende HDACs gehemmt werden: 1, 2, 3, 5, 10 und 11. Ob diese Isoenzyme in UC-
Zellen tatsdchlich gehemmt werden und welche Auswirkungen ihre gemeinsame
Inhibition hitte, kann an dieser Stelle unter der gegebenen Datenlage nicht weiter

spezifiziert werden.

In zelluldren Systemen kann eine PI3K-Inhibition durch 5 uM Romidepsin, aber nicht
durch 0,5 pM Romidepsin detektiert werden [427]. Die zelluldren ICsp-Werte fiir
Romidepsin in den untersuchten UC-Zelllinien liegen zwischen 3,36 und 6,47 nM
(72 Stunden) [295], wohingegen die in vitro 1Csp-Werte fiir Romidepsin nach Furumai
et al. 2002 [222] hoher sind. Weiterhin sind die zelluldren in vitro 1Csp-Werte von
Romidepsin deutlich niedriger als die der Klasse I HDACi Givinostat, Entinostat und
Mocetinostat [295].

Der wesentliche Grund fiir die vergleichsweise niedrigen 1Cso-Werte liegt darin, dass
Romidepsin eine Prodrug ist, deren aktive Form erst in den Zellen generiert wird [222].
Romidepsin wird in den Zellen durch Glutathion-abhingige Reduktion einer
Disulfidbindung metabolisch aktiviert. Die niedrigeren in vitro 1Cso-Werte der aktiven
Form (ICspo HDACI 1.6 =+ 0.9 nM; HDAC2 3.9 £ 2.7 nM) im Vergleich zum nicht
metabolisierten Romidepsin [222] konnten auch die Diskrepanz zwischen dem hohen in
vitro 1Cso-Wert fiir PI3-Kinasen (57,1 uM) und dem niedrigeren Wert, bei dem eine
zelluldre Inhibition von PI3K beobachtet werden kann, erkldren [427]. Da in dieser
Arbeit zur Untersuchung von Romidepsin in UC-Zelllinien eine sehr niedrige
Konzentration von 3 nM eingesetzt wurde, kann eine direkte Inhibition von PI3K
ausgeschlossen werden, denn in den von Saijo et al. 2012 untersuchten Zellen konnte

erst ab einer Konzentration von 5 uM ein eindeutiger Effekt auf PI3K detektiert werden
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[427]. AuBerdem konnen in den mit Romidepsin durchgefiihrten RNA-
Expressionsarrays zwar signifikante Deregulationen von PI3K/AKT-assoziierten
Faktoren beobachtet werden, jedoch liegen viele dieser Faktoren auch nach einer
Behandlung mit Givinostat und dem pan-HDACi SAHA dereguliert vor ([295], siche
Kap. 4.2 Supplements Publikation 2, Tab. S5).

45C-202

Fiir den neuen Inhibitor 4SC-202 [226], der unter den HDACs in vitro vor allem
HDACI1 (ICsp 155 nM), HDAC2 (ICsp 371 nM) und HDAC3 (ICsp 130 nM) inhibiert
[301], werden ebenfalls weitere Zielmolekiile und die Hemmung alternativer
Signalwege postuliert. Zusétzlich soll durch 4SC-202 die Lysin-spezifische
Demethylase LSDI1, die Bestandteil verschiedener HDAC-Multiproteinkomplexe wie
NuRD und CoREST ist (siche Abb. 3), inhibiert werden (in vitro ICso 0,6 — 1,2 uM)".

LSD1 zeigt im Vergleich zum Normalgewebe eine gesteigerte Expression im UC und
eine pharmakologische Inhibition von LSD1 mit dem (relativ unspezifischen) Inhibitor
Tranylcypromin [429] resultiert in einer signifikanten Hemmung der Zellproliferation
der UC-Zelllinien HTB1, HTB3, HTBS5 und HT1376 [430, 431] (zit. aus [432]). Des
Weiteren wurde die Funktion von LSD1 und die mdglichen Auswirkungen einer LSD1-
Inhibition in UC-Zelllinien im Rahmen eines anderen Projektes des urologischen
Forschungslabors untersucht (Hoffmann et al. nicht publiziert). In diesem Projekt zeigte
die selektivere Inhibition von LSDI mit dem Inhibitor SP2509 in UC-Zellen keine
ausgeprigten antineoplastischen Effekte. Fiir diesen Inhibitor wurden demgegeniiber
bereits verschiedene signifikante Effekte in AML-Zellen nachgewiesen. Dazu gehort
eine Zunahme der H3K4-Trimethylierung an spezifischen Promotoren von Zielgenen,
erhohte Expression von p21 und p27, reduziertes klonogenes Wachstum und morpholo-
gische Verdnderungen [305]. Um eine Aussage dariiber zu treffen in welchem Mal3e die
durch 4SC-202 vermittelte Inhibition von LSD1 zur beobachteten Wirkung des
Inhibitors in UC-Zellen beitrdgt, wurden im Rahmen dieser Arbeit Kombinations-
experimente mit dem LSD1-Inhibitor SP2509 und dem Klasse I HDACi Romidepsin
durchgefiihrt und direkt mit 4SC-202 verglichen [301] (Details siche Kap. 5). Eine
alleinige Behandlung der UC-Zelllinien mit SP2509 hatte, wie durch die

Voruntersuchungen von Hoffmann et al. zu erwarten, im Vergleich zur Behandlung mit

" Daten wurden von 4SC beim* 6th Annual EpiCongress 2015“ (Boston, USA) im Juli 2015 prisentiert
und sind online unter http://www.4sc.de/de erhéltlich.
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Romidepsin nur marginale antineoplastische Effekte auf VM-CUB1 und UM-UC-3
Zellen [301]. Eine kombinierte Behandlung mit SP2509 und Romidepsin hingegen
induzierte in UC-Zellen eine gesteigerte Beeintrichtigung der Viabilitdit und
Klonogenitidt und stirkere Zellzyklusstorungen im Vergleich zur einzelnen Inhibition
der Zielmolekiile. Dabei scheint die zusétzliche LSD1-Inhibition die Wirkung von
Romidepsin nicht deutlich zu potenzieren, sondern diese eher zu beschleunigen [301].
In AML-Zellen konnte ebenfalls ein synergistischer Effekt zwischen SP2509 und dem
pan-HDACi Panobinostat nachgewiesen werden [305].

Dartiber hinaus wurde eine Beeinflussung der Signalwege WNT und Hedgehog durch
4SC-202 beschrieben'. Obwohl sowohl fir den WNT- [433-438] als auch fiir den
Hedgehog-Signalweg [439-444] verdnderte Regulationen und wichtige Funktionen im
UC postuliert wurden, konnten in Experimenten keine Aktivitdtsverdnderungen der
Signalwege nach HDACi-Behandlung detektiert werden (Daten nicht gezeigt), im
Einklang mit &lteren Daten von Thievessen et al. 2003/2005 [445, 446]. Grundséitzlich
konnte jedoch bereits fiir einige Entitdten gezeigt werden, dass eine kombinierte
Inhibition der HDAC- und Hedgehog-Aktivitdt synergistische antineoplastische Effekte
hat [447, 448].

Entwicklung selektiverer HDACi

Mit einer vielversprechenden Methode zur Entwicklung neuer selektiver HDACi und
der Bestimmung genauer Spezifititen und Kinetiken vorhandener HDACi [70, 172]
konnten moglicherweise Off-Target-Eftekte, vermittelt durch die Inhibition unbekannter
Faktoren und zusétzlicher HDACs, vermindert werden. Diesem Ansatz liegt der
Gedanke zugrunde, dass sich die Affinitidt und Bindungskinetik von HDACi gegeniiber
nativen HDAC-Multiproteinkomplexen, den tatsdchlichen in vivo-Zielmolekiilen, von
der Affinitdt und Bindungskinetik zu biotechnologisch hergestellten Deacetylasen, mit
denen iiblicherweise die in vitro ICso-Werte bestimmt werden, unterscheiden kann [60,
70, 172]. Die chemoproteomische Methode ermoglicht in vitro zu bestimmen, ob
Inhibitoren unterschiedliche Affinititen und Bindungskinetiken zu endogenen HDAC-
Multiproteinkomplexen haben, obwohl in diese Komplexe die gleichen HDACs
inkorporiert sind, wie es z.B. bei den priaferentiellen HDAC1/2-Komplexen Sin3, NuRD

' Daten wurden von 4SC beim ,MMC Cancer Stem Cell Symposium 2014 (San Francisco, USA) im
Februar 2014 und beim ,,Keystone Symposium Stem Cells and Cancer 2014 (Banff, Kanada)
im Februar 2014 présentiert und sind online unter http://www.4sc.de/de erhéltlich.
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und CoREST der Fall ist (siche Abb. 3). Eine weitere interessante Methode stellten
Robers et al. 2015 vor [232]. Bei dieser Methode wird die BRET-Technologie
verwendet, um die Bindungseigenschaften von Substanzen an verschiedenen
spezifischen Zielproteinen in intakten Zellen zu messen. Diese beiden Methoden
konnten angewendet werden um herauszufinden, warum HDACI, die die gleichen

Isoenzyme hemmen, unterschiedliche Effekte auf Zielgene haben.

Fiir dieses Phidnomen kdnnten zudem Experimente eine Erklarung liefern, bei denen die
Acetylierungsmuster nach Applikation diverser HDACi bestimmt wurden [221].
Demnach vermitteln viele HDACi die Acetylierung eines kleinen spezifischen
Unteranteils des Acetyloms (@ 6,2 %), bestehend aus nukledren, cytoplasmatischen und
mitochondrialen Proteinen. Dieser Anteil kann sich zwischen verschiedenen HDACi
stark unterscheiden. Der Klasse I HDACi Entinostat vermittelt z.B. im Gegensatz zum
pan-HDACi SAHA eine verstirkte Acetylierung von nukledren Proteinen, wohingegen

SAHA im Verhiltnis vermehrt cytoplasmatische Proteine acetyliert [221].

7.5 RNA-Expressionsstudien - Differentiell exprimierte
Faktoren nach HDAC-Inhibition in UC-Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur genauen Charakterisierung der durch HDAC1/2-
Inhibition ausgeldsten Prozesse aufwindige RNA-Expressionsanalysen durchgefiihrt
[295]. Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse hinsichtlich einzelner
interessanter Faktoren diskutiert. Dabei wird ein Schwerpunkt auf Entitéten-
tibergreifende Faktoren gesetzt, die durch Vergleich mit RNA-Expressionsstudien von

HDACi-behandelten Zellen anderer Karzinome identifiziert wurden.

In dieser Arbeit wurden RNA-Expressionsveranderungen in den beiden UC-Zelllinien
VM-CUB1 und UM-UC-3 nach siRNA-vermitteltem HDACI1/2-Knockdown sowie
nach pharmakologischer HDAC-Inhibition mit Romidepsin, Givinostat oder SAHA
untersucht. AnschlieBend wurden die differentiell exprimierten Gene durch GO-
Datenbankanalysen mittels DAVID-Software hinsichtlich ihrer Funktion analysiert. Die
RNA-Expressionsstudien und die Ergebnisse der funktionellen Charakterisierung
werden im Kapitel 4.1 diskutiert und kdnnen im Detail der Abbildung S2 im Kapitel 4.2

entnommen werden [295].
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An dieser Stelle sollen die Ergebnisse der funktionellen Charakterisierung nochmal kurz
zusammengefasst werden. In den beiden Versuchsansétzen und innerhalb der beiden
Zelllinien VM-CUB1 und UM-UC-3 lagen insgesamt sehr viele Transkripte differentiell
exprimiert vor. Der auffélligste Unterschied zwischen den beiden Arten der HDAC1/2-
Modulation in VM-CUBI und UM-UC-3 Zellen ist eine differentielle Regulation von
Zellzyklus- und Zelltodmechanismen. Nach HDACi-Behandlung kommt es
iiberwiegend zur Deregulation von Zellzyklus-assoziierten Transkripten. Nach
HDACI1/2-Doppelknockdown liegen vermehrt diejenigen Transkripte dereguliert vor,
die an der Regulation von verschiedenen Zelltodmechanismen beteiligt sind ([295],

siche Kap. 4.2 Supplements Publikation 2, Abb. S2F).

Zwischen den verschiedenen Zelllinien und den beiden HDAC-Modulationsformen
(HDAC1/2 siRNA, Romidepsin, Givinostat) variiert die Anzahl der differentiell
exprimierten Transkripte sehr stark (Abb. 15). Wihrend in der Zelllinie VM-CUBI1
3449 differentiell exprimierte Transkripte nach HDACI1/2-Knockdown detektiert
wurden, lagen in den UM-UC-3 Zellen mehr als doppelt so viele Transkripte (7036)
dereguliert vor (Abb. 15). Dem steht gegeniiber, dass in der Zelllinie VM-CUBI
insgesamt mehr Transkripte durch die pharmakologische Inhibition mit Romidepsin und
Givinostat beeinflusst wurden als in der Zelllinie UM-UC-3. Dies spiegelt sich z.T. in
der Analyse der zelluldren Eigenschaften nach HDACi-Behandlung und HDAC1/2-
Knockdown wider, da die Zelllinie VM-CUBI insgesamt etwas empfindlicher auf die
HDAC: reagierte als die Zelllinie UM-UC-3. Umgekehrt scheint die Zelllinie UM-UC-3
sensitiver auf den HDAC1/2-Knockdown zu reagieren [295].
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VM-CUB1 UM-UC-3

HDAC1/2 siRNAVvs. Irrelevante siRNA HDAC1/2 siRNAvs. Irrelevante siRNA
3449 diff. Transkripte 7036 diff. Transkripte
p(corr) < 0,01 p(corr) < 0,01
Romidepsinvs. DMSO Romidepsinvs. DMSO
6020 diff. Transkripte 3780 diff. Transkripte
p(corr) < 0,05 p(corr) < 0,05
Givinostat vs. DMSO Givinostat vs. DMSO
4995 diff. Transkripte 3383 diff. Transkripte
p(corr) < 0,05 p(corr) < 0,05

Abbildung 15: Ubersicht iiber die Anzahl der differentiell exprimierten Transkripte in den
Zelllinien VM-CUB1 und UM-UC-3 nach siRNA-vermitteltem HDAC1/2-Doppelknockdown und
nach Klasse I HDACi-Behandlung mit Romidepsin und Givinostat. Die gemeinsamen (Schnitt-
mengen) und individuellen Transkripte der drei verschiedenen Behandlungsoptionen wurden innerhalb
einer Zelllinie ausgewertet. Die Daten des siRNA-vermittelten HDAC1/2-Doppelknockdowns sind nach
Benjamini-Hochberg FDR (p(corr)-Wert < 0,01) und die Daten der HDACi-Behandlungen nach
Bonferroni FWER (p(corr)-Wert < 0,05) adjustiert.

Aufgrund der hohen Anzahl der beeinflussten Transkripte ist es sehr schwierig, zusétz-
lich zu der bereits vorgestellten globalen funktionellen Auswertung ([295], siche
Kap. 4), eine Analyse fiir einzelne Faktoren durchzufiihren. Aus diesem Grund sollen an
dieser Stelle ausgewéhlte auffillige Faktoren diskutiert werden. Die Auswahl erfolgte
aufgrund der Stirke ihrer Deregulation und der Héufigkeit, mit der sie insgesamt in den
durchgefiihrten Expressionsstudien vorkommen. Ein weiteres wichtiges Kriterium war,
ob diese Gene bereits im UC oder anderen Karzinomentitidten nach HDACi-Behandlung
aufgefallen waren. Dabei sollen Faktoren diskutiert werden, die einerseits durch eine
pharmakologische Inhibition beeinflusst wurden und andererseits solche, die in UC-
Zellen sowohl nach pharmakologischer als auch nach siRNA-vermittelter Inhibition
verdndert sind. Eine Gesamtiibersicht solcher differentiell exprimierten Transkripte ist

in den Tabellen S5 und S6 von Kapitel 4.2 zusammengestellt [295].
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Tabelle S5 ordnet die differentiell verdnderten Transkripte nach HDACi-Behandlung
(Romidepsin, Givinostat und SAHA) verschiedenen zelluldren Prozessen zu. Zusitzlich
werden in dieser Tabelle differentiell exprimierte HDACSs, Histone und Bestandteile
von HDAC-Komplexen zusammengefasst. In Tabelle S6 sind diejenigen Transkripte
aufgelistet, die in beiden Zelllinien (VM-CUBI1 und UM-UC-3) sowohl nach siRNA-
vermitteltem HDAC1/2-Knockdown als auch nach Romidepsin- und Givinostat-
Behandlung differentiell exprimiert vorliegen. Diese Schnittmenge enthidlt 167
Transkripte, die insgesamt 125 Gene reprisentieren ([295], siche Kap. 4.2 Supplements
Publikation 2, Abb. S2F). Die funktionelle Analyse dieser Transkripte deutet darauf hin,
dass beide Modulationsansitze gemeinsam Zellzyklusprozesse, Zellproliferation,

Zelltodmechanismen und immunrelevante Prozesse regulieren.

Um eine Auswahl wichtiger differentiell induzierter Faktoren zu ermdglichen, wurden
die in dieser Arbeit durchgefiihrten RNA-Expressionsstudien mit einer Auswahl von
Publikationen verglichen. Diese Publikationen zeichnen einerseits dadurch aus, dass die
RNA-Expression verschiedener Zelllinien, teilweise aus unterschiedlichen Entititen,
nach pharmakologischer HDAC-Inhibition verglichen wird und gemeinsam regulierte
Gene bestimmt werden, und andererseits dadurch, dass verschiedene HDACI
miteinander verglichen werden. Der Vergleich der Expressionsdaten mit diesen
Publikationen soll dazu dienen, Entitdten-iibergreifende Faktoren zu definieren, die
durch HDAC:i beeinflusst werden. Teilweise beinhalten diese Studien bereits einen

Vergleich zwischen einer UC-Zelllinie und Zellen aus einer anderen Entitét.
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In Tab. 1 ist eine Ubersicht iiber diese Expressionsstudien und die gemeinsam

regulierten Faktoren gegeben.

Tabelle 1: Ubersicht der verglichenen RNA-Expressionsstudien nach pharmakologischer HDAC-
Inhibition. Zur Identifikation von Genen, die Entititen-iibergreifend durch HDACi reguliert werden,
wurden die in dieser Arbeit durchgefiihrten RNA-Expressionsstudien mit den in der Tabelle dargestellten
Expressionsstudien verglichen. Die Spalte ,,Gemeinsam regulierte Gene* gibt eine Auswahl derjenigen
Faktoren an, die in den verglichenen Expressionsstudien gleichermafen in allen Zelllinien und mit allen
Inhibitoren differentiell reguliert waren und gleichzeitig in den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Expressionsarrays vertreten sind. Sterne (*) geben an, dass diese Faktoren in allen Versuchsbedingungen
(HDAC1/2-Knockdown, Romidepsin und Givinostat) und Zelllinien (VM-CUBI1 und UM-UC-3) der in
dieser Arbeit durchgefiihrten RNA-Expressionsstudien dereguliert sind (sieche Kap. 4.2 Supplements
Publikation 2, Tab. S6). Die fett dargestellten Gene sind in mehr als einer verglichenen Publikation

vertreten.
HDACi Zellen Gemeinsam regulierte Gene Ref.
1ID2, 1CCNG1/2, 1CDC37, 1CDK2, 1CDC25C,
SAHA CEM |CCNB2, |CDC7, |MCM3/5/7, | CDK2API, 031’3
Romidepsin Jurkat LCCNE2, 1BNIP3L, tMCLI, 1DAPK3, [93]
1GADD45B, 1 TNFSF9, 1NGFR, | CRADD
K562 BIRC3, 1CD70, 1CRADD, tMCLI, 1 TNFRSF10B, 6
KBH-A42 UM-UC-3 | 1TNFRSF25, |CARD6 [264]
SAHA MDA468
TSA und 435 | 1CDKNIA* 1FUCAL 1TRPM2, 1TUBAIA, 617"
. [449] AGLRX*, | TYMS (TS), |KPNBI, |CTPSI
Entinostat
T-24
1DHRS2, 1ARRDC4, 1HISTIH2BD, 1MTIX*,
SAHA HCT116 1RGLI, | TYMS (TS), |CDCA7, |UNG*, |NFKBI, | [450]"®
Panobinostat HT29 \IRAKI
HLE
HuH7 1CDKNIA*, 1RRM2, 1DUSP1, 1CLU, 1STATI,
Hep3B 1CYR61* 1GRN* 1CTGF* tH3F3B, 1HIF0,
TSA HepG2 YHADHB, 1DHRS2, 1SOSTMI1, 1TGM2, 1ID2, [4511"
PLC YOPTN, 1SDC4, 1BSG, 1TXNRDI, 1 CYP4F2,
Hull6 1DNAJBI, 1BSCL2
Hepatozyten

"> Akute lymphatische Leukimie

' K562 - Chronische myeloische Leukédmie; UM-UC-3 - Urothelkarzinom der Harnblase

MDA 468 — Adenokarzinom der Brust, MDA435 — Melanom, urspriinglich falschlicherweise als
Mammakarzinom beschrieben; T-24 - Urothelkarzinom der Harnblase

'8 Kolorektalkarzinom

1% Leberzellkarzinom
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Fortsetzung Tabelle 1

HDACi Zellen Gemeinsam regulierte Gene Ref.
Belinostat |TYMS (TS), 1SATI, 1CDKNI1A* |CCNBI,
oroingi Hela | |CCNDI, 1CCND2, |FAIM* 1BIM, {RASGRP2, [452]%°
Valproinsdure |MINA* | TGFA, |KPNBI1, 1PDK4, 1ATP10D

\CLU, 1PHLDA2, | CSEIL, | TIAL, 1GULPI,
\POGK*, |BID, | CDKNIB, | SKP2, |ILF3,
|CDK2AP1, |CCNDI, | BCATI* | TUBGCP3, |RAN,
|IVNSIABP, |STAG2, |CENPF, |POLE3, | CTCF,
|CCNBI, | TLKI, |PLK1, |CENPA, |STAGI, |RFC5,
|CDK4, 1SERPINII, {GATA3, |CDK5RI, | DAZAPI,
\TPM4, AEGRI, 1FOS, 1ELL2, 1SOX9, 1PTRF,
|HNRNPA3, |U2AF2, |ADNP, |OKI, | ANP32B*
\BRDI, |ATF1, |HSPBI, |PTBP2, | CREBBP,
|SYNCRIP, |BAZIA, |ARIDIA, |E2F-3, | PHF?,
|NFIB, |PTBPI, | DICERI,| SMARCBI, | HMGBS3,
\E2F-5, | TFDPI, | TCF12, |H2AFY2, |FOXMI,
IMR32 | VEWSRL, \MEISI, |MEIS2, |TRIPI3, 1IGFBPS3, .
BL1521 |HDGFRP3* |TGFBIII, |HDGF, | MKI67, [453]
SKNAS | S41p0C, 1NEUI* 1BLVRB, 1P4HA2, | SEPHSI,
\PAIPI, |CTBP2, \UNG*, |UBE2E3, |[UBOLN?,
\USP7, |UBE2EI, \SIAHI, \UBE2J1, |CTBPI,
\DCK, |ADSS, |FKBP4, | SENP6*, | TYMS (TS),
\MTMR1* |MRPLY, |CAD, 1ERBB3, {NDRGI,
tPCDH9* 1 ADM, 1STCI, 1DUSP5, 1 CXCRA,
ENPP2, 1RGS16, | ZNF532, | ANP32E, | ANP324,
\WSB2, | TRIMS, |ITPKB, |HMMR, | TIMELESS,
|RHOBTB3, |IRAKI, 1MAPILC3B, | TMPO,
\LAMBI, |DLGS, |LMNBI, |CKAP4, |PNN, |NEXN,
|SERPINHI, |COIL, |SLC3841, |KPNBI,
|SLC25413, 1NBEA, |SLC7AL, |LUCTL2,
LKIAA0368*

Die Gene CDKNIA (p21), TYMS (TS), MCL1, CRADD (CASP2/RIPK1 domain contai-
ning adaptor with death domain), DHRS2 (dehydrogenase/reductase (SDR family)
member 2), ID2 (inhibitor of DNA binding 2), CDK2API (cyclin dependent kinase 2
associated protein 1), KPNBI (karyopherin subunit beta 1), IRAK1 (interleukin I recep-
tor associated kinase 1), CCNB1 (Cyclin Bl), CCNDI (Cyclin D1), CLU (clusterin)
und UNG (uracil DNA glycosylase) liegen in mehreren verglichenen Publikationen und
den in dieser Arbeit durchgefiihrten Expressionsstudien verdndert exprimiert vor. Die
Faktoren CDKNI1A, GLRX (glutaredoxin), MTI1X (metallothionein 1X), UNG, CYR61
(cysteine-rich angiogenic inducer 61), GRN (granulin), CTGF, FAIM (Fas apoptotic
inhibitory molecule), MINA (MYC induced nuclear antigen), POGK (pogo transposable

element with KRAB domain), BCATI (branched chain amino acid transaminase 1),

20 Zervixkarzinom
2! Neuroblastom
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ANP32B (acidic nuclear phosphoprotein 32 family member B), HDGFRP3 (hepatoma-
derived growth factor, related protein 3), NEUI (neuraminidase 1), SENP6 (SU-
MOI/sentrin specific peptidase 6), MTMRI (myotubularin related protein 1), PCDHY
(protocadherin 9) und KIAA0368 sind in den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Expressionsstudien nicht nur in den HDACi-behandelten Zellen verdndert, sondern
auch in den Zellen mit siRNA-vermittelten HDAC1/2-Knockdown. Dies deutet darauf
hin, dass diese Gene in verschiedenen Entitdten spezifisch iiber HDACI und 2 reguliert
werden. Der Faktor CTGF ist besonders auffillig, da er nach HDACi-Behandlung in der
Zelllinie HCT116 derjenige mit der héchsten Uberexpression war [450], in fast allen
Leberzellkarzinom-Zelllinien induziert wurde [451] und in UC-Zellen bei allen
Versuchsbedingungen (HDACI, siRNA) iiberexprimiert vorlag ([295], siche Kap. 4.2
Supplements Publikation 2, Tab. S6).

Fiigt man diesen Zelllinien-basierten Daten RNA-Expressionsstudien eines in vivo-
Modells hinzu, konnen weitere interessante Entitdten-iibergreifende Faktoren
identifiziert werden [260]. Buckley et al. 2007 haben HRAS-transgene Miduse mit
oberflidchlichen Harnblasentumoren mit dem HDACi Belinostat behandelt. Anschlie-
end wurden die Blasentumore mittels RNA-Expressionsstudien analysiert [260].
Faktoren, die bereits in den Zelllinien-basierten Daten vertreten sind, einschliefllich in
den Untersuchungen in UC-Zellen, und auch in den Maustumoren dereguliert vorliegen,
sind CDKNIA, ANP32B, FUCAI (fucosidase alpha-L-1), KPNBI1, HDGF (hepatoma-
derived growth factor) und CLU. Ein interessanter Faktor dabei ist ANP32B, da er in
den in dieser Arbeit durchgefiihrten Expressionsstudien nicht nur in den HDACi-
behandelten Zellen dereguliert ist, sondern auch in den Zellen mit siRNA-vermitteltem
HDAC1/2-Knockdown [295]. Aus diesen Analysen wird deutlich, dass spezifische

Gene nicht nur in vitro, sondern auch in vivo durch HDACi reguliert werden konnen.

Im Zusammenhang mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Expressionsstudien ist auch
die Analyse von Li et al. 2016 interessant [234]. In dieser Studie wurde die UC-Zelllinie
5637 mit Romidepsin oder TSA behandelt und einer ausfiihrlichen Proteomanalyse
unterzogen. Romidepsin wurde auch im Rahmen dieser Arbeit zur Behandlung von UC-
Zellen verwendet [295]. Daher kommt die Frage auf, welche auf RNA-Ebene beobach-
teten Expressionsverdnderungen in VM-CUB1 und UM-UC-3 Zellen, ebenfalls auf
Proteinebene in 5637 Zellen nach Romidepsin- und TSA-Behandlung detektiert werden

konnen. Im Folgenden werden Faktoren aufgelistet, die innerhalb der verglichenen
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Datensitze sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene gleichermallen dereguliert sind.
Dabei wird zwischen induzierten und reprimierten Faktoren unterschieden. Wenn nicht
explizit anders angegeben liegen die aufgelisteten Faktoren in 5637 Zellen auf Protein-
ebene sowohl nach Romidepsin- als auch nach TSA-Behandlung differentiell exprimiert

VOr.

Induziert: TRADD (TNFRSF1A4 associated via death domain, nur durch Romidepsin),
PIK3C3 (phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3).

Reprimiert: CCNB1, CCNB2 (Cyclin B2), CDC20 (cell division cycle 20), PLK1 (polo
like kinase 1), MCM4, MCMS, ORCI (origin recognition complex subunit 1), RAD21
(RAD (radiation) 21 cohesin complex component), SMAD3 (SMAD family member 3),
SMCI1A (structural maintenance of chromosomes 14), STAG1 (stromal antigen 1),
STAG2, ILIB (interleukin 1 beta), NFKB1 (nuclear factor kappa B subunit 1),
PRKARIB (protein kinase cAMP-dependent type I regulatory subunit ), LIG3 (DNA
ligase 3), PARP2 (poly (ADP-ribose) polymerase 2), DDB2, CUL4A (cullin 44), NBN*
(nibrin), RBBP8 (RB binding protein 8), MUS81 (MUSS1 structure-specific endonucle-
ase subunit), XRCCS5 (X-ray repair cross complementing 5, Ku80 (Lupus Ku autoanti-
gen protein p80)), RIF1 (replication timing regulatory factor 1).

Der Faktor NBN liegt in allen Versuchsbedingungen (HDACI1/2-Knockdown,
Romidepsin und Givinostat) und Zelllinien (VM-CUB1 und UM-UC-3) der in dieser
Arbeit durchgefiihrten RNA-Expressionsstudien dereguliert vor. Die fett dargestellten
Faktoren sind auf RNA-Ebene auch in anderen Entititen nach HDACi-Behandlung
differentiell exprimiert (Vergleich mit Tab. 1). Auffillig ist, dass nach HDACi-
Behandlung deutlich mehr gemeinsame Faktoren identifiziert werden konnten, die in
5637 Zellen auf Proteinebene herunter als herauf reguliert sind. Des Weiteren scheinen
viele der reprimierten Faktoren mit der Regulation des Zellzyklus assoziiert zu sein, wie
z.B. CCNBI1, CCNB2, CDC20, MCM4 und MCMS5. Das herauf regulierte Protein
TRADD ist dagegen ein pro-apoptotischer Faktor.
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Dariiber hinaus sind besonders folgende Gene, die nicht in den verglichenen
Publikationen vertreten waren, aufgrund ihrer starken Deregulation sowohl nach
HDACI1/2-Knockdown als auch nach Romidepsin- und Givinostat-Behandlung in
beiden Zelllinien aufgefallen (sieche Kap. 4.2 Supplements Publikation 2, Tab. S6):

Induziert: REEP6 (receptor accessory protein 6), FAMI117A (family with sequence
similarity 117, member A), RAB40B (RAB (Ras-related in brain) 40B), HES6 (hairy and
enhancer of split 6) und SOX4 (SRY (sex determining region Y)-box 4).

Reprimiert: NMI (N-myc (and STAT) interactor), PLAU (plasminogen activator, uroki-
nase), PSMB10 (proteasome subunit, beta type, 10) und ZMYMG6 (zinc finger, MYM-

type 6).

Im Folgenden wird eine Auswahl bestimmter Gene hinsichtlich ihrer moglichen

Relevanz und Funktion nach HDAC-Inhibition diskutiert.

P21/CDKNI1A — cyclin-dependent kinase inhibitor 14

Der Zellzyklus-Regulator p21 ist ein Faktor, der in fast allen Gruppen vertreten ist und
dessen Re-Expression einen etablierten Marker der HDAC-Inhibition in verschiedenen
Entititen darstellt [22, 41, 103, 325] (siehe Tab. 2B). Aus diesem Grund wird die
Induktion von p21 mittlerweile auch zur Entwicklung und zum Screening spezifischer
HDAC: genutzt [454, 455]. Die HDACi-vermittelte p21-Expression reguliert wichtige
Prozesse, darunter Zellzyklusarrest (G1 oder G2/M), Apoptose, Zellproliferation,
Seneszenz, Resistenzmechanismen und Differenzierung [325] (sieche Tab. 2C). Fiir die
HDAC:-vermittelte p21-Induktion und die damit assoziierten Effekte wurden einige
Mechanismen beschrieben. Eine Auswahl dieser Mechanismen ist in Tabelle 2D
dargestellt. Man kann zwischen Mechanismen unterscheiden, die durch weitere
Interaktionspartner reguliert werden und solchen, die von der p21-Expression bzw. -
Lokalisation selbst abhdngen. Bekannte Interaktionspartner, die an der Regulation der
HDACi-vermittelten p21-Induktion beteiligt sind, sind z.B. HDAC1, HDAC2, CK2,
Spl, Sp3 (Sp3 transcription factor), p300, ATF3, H2A.Z (H2A histone family member
Z), p400, STAT1/3/5, EZH2, MAP-Kinasen und p53 (sieche Tab. 2D fiir Quellen und
genaue Mechanismen). Durch diese Interaktionen werden verschiedene Prozesse
reguliert, darunter Rekrutierung und Bindung von Aktivatoren oder Korepressoren an
den p21-Promotor, CDKNIA-Histon H3-Phosphorylierung und De-Kondensation des
Chromatins durch Hyperacetylierung und Hypermethylierung des CDKN1A-Promotors.
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Der Tumorsuppressor p53 nimmt dabei eine Sonderrolle ein, da fiir die HDACIi-
vermittelte p21-Induktion sowohl p53-abhidngige als auch p53-unabhéngige

Mechanismen beschrieben sind.

Die p21-Lokalisation und -Expression spielt ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der
HDACi-vermittelten p21-Induktion und die Art und Ausprdgung der dadurch
ausgelosten Effekte (siehe Tab. 2D). Die Untersuchungen von Mensah et al. 2015 geben
beispielsweise Hinweise darauf, dass die basale p21-Expression dariiber entscheidet, bei
welchen HDACi-Konzentrationen ein Zellzyklusarrest oder Zelltodmechanismen
induziert werden [456]. Zellen mit einer hoheren basalen p21-Expression benotigen eine
hohere Inhibitor-Konzentration als Zellen mit niedrigerem p21-Status, um einen Zelltod

einzuleiten [456].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine p21-Induktion sowohl nach siRNA-vermitteltem
HDACI1/2-Doppelknockdown als auch nach Klasse I HDACi-Behandlung in UC-
Zelllinien beobachtet [295, 301]. Um den Einfluss des p21-Status auf UC-Zellen zu
untersuchen, wurde ein direkter Vergleich der Zelllinien VM-CUB1 und UM-UC3
(funktionelles p21) mit der UC-Zelllinie HT1376 (mutiertes CDKNIA-Gen, kein
funktionelles p21) durchgefiihrt. Nach HDACi-Behandlung (Romidepsin, Givinostat,
4SC-202) konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede fiir Viabilitit und Zellzyklus
der Zellen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
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Tabelle 2: Effekte und Mechanismen der HDACi-vermittelten p21-Induktion. In dieser Tabelle sind
verschiedene Studien zur Charakterisierung der HDACi-vermittelten p21-Induktion zusammengefasst -
p21-Status im UC (A), HDACi-vermittelte p21-Induktion (B), die damit assoziierten Effekte (C) und die
Mechanismen der p21-Induktion bzw. —Regulation (D).

A Gewebe Beschreibung Ref.
UUTUC IHC Férbungen von 34 UUTUC (Upper urinary tract urothelial carci-
&) G b noma)-Tumorgeweben — Vollstindiger Verlust der p21-Expression bei [457]
=) -ocwebe 47 % und verringerte p21-Expression bei 14,7 %
g QRT-PCR, Western Blot und IHC Farbungen von 48 UC-Tumorgeweben
; UC-Gewebe und korrespondierenden Normalgewebe — Signifikant niedrigere p21- [458]
= Expression in UC-Tumorgeweben
“ . _ 0 .
= UC-Gewebe IHC Férbungen von 1QO ucC Tumorgeweben — 7§ % der Gewebe zeigten [459]
i eine verringerte p21-Expression
S Mutationsanalysen von 131 UC-Tumorgeweben im Vergleich zu 23
= UC-Gewebe Normalgeweben — Mutation des CDKN1A-Gens in 14 % der Fille [31]
(iberwiegend trunkierende oder Nullmutationen)
B HDACi Zelllinien Ref.
Romidensin NB4, Ishikawa, HEC-1-A, A549, H1299, HCT116, H513, H28, H2373, 23[523436’0-
ormideps H2052, REN, HL60, Jurkat, MCF7 164]
Entinostat T-24, MDA435, MDA468, HL-60, K562, Jurkat, U937 ) 6[11 829 6’2]
= A431, MDA-MB-231, ARNS, MCF7, HNDF, H1299, UCD-Mel-N, SK- 26[226217’4
-8 TSA Mel-30, SK-Mel-103, SK-Mel-119, SK-Mel-147, SK-Me173, Swiss3T3, 277’ 279’
'§ T98G, T-24, BIU-87, NTUB1, MDA468, MDA435, HLE, HuH7, Hep3B, 451’ 463’
"g HepG2, PLC, HuH6, U-937, HL60, Jurkat, A549, MG63, NIH3T3, HeLa 465’—475]’
= [200,
'g_ SAHA HeLa, NIH-3T3, hTERT-RPEL, HL60, NB4, U937, H1299, T-24, VM- 255,261,
8 CUBI, SW-1710, UM-UC-3, 639-V, 5637, MDA468, MDA435, MM-1S 268, 343,
i 468, 476]
= -
-‘é Panobinostat MDA-MB231 [466]
5 | Valproinsiure HT1376, 5637, HeLa [4255;]’
1
S Belinostat 5637, T-24, 182, RT4, HeLa, SUDHL4/6/8, OCI-Ly3/19, DB, U2932 | , 5[226:’7’7]
a . . ’
T | Natrium-Butyrat HCT116, HL60, Jurkat, A549, MCF-7, WiDr, HT-29 47[3_6‘%’0]
Chrysin A375 [481]
Chidamide PaTu8988 [482]
Spiruchostatin B NALM-6, U937, MOLT-4, HL-60, K562 [483]
Pracinostat 5637, T24, TSU-Prl [278]
C HDACi/p21-assoziierte Effekte
G1-Zellzyklusarrest [233, 262, 274, 278, 456, 460, 462, 477, 479, 481, 483]
Zellzyklusarrest | G2/M-Zellzyklusarrest [255, 462, 463, 467, 468, 477, 478]
Y
G2/M- (Karzinom-Zellen) und G1-Zellzyklusarrest (Kontrollzellen) [343]
o Apoptose-Induktion [233, 255, 262, 274, 343, 468, 472, 482, 483]
< | Apoptose "
% Apoptose-Inhibition [189, 200, 262, 461, 477, 484]
o R : :
; Inhibition der Zellproliferation [262, 274, 278, 279, 465, 466, 472, 480]
Seneszenz [469, 485, 486]
Resistenzmechanismen [200, 201]
Differenzierung [189, 462]
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D

Interaktion/
Mechanismus

Beschreibung

Ref.

Mechanismen der p21-Induktion bzw. -Regulation

p21/HDACI

SAHA-vermittelte Inhibition der HDAC1-Bindung an p21-Promotor

[324]

HDAC1 moduliert Zellproliferation und reprimiert p21 in ES — p21-
Deletion vermindert die HDAC1™"-Proliferationsinhibition in ES
Erhohte p21-Expression und Promotor-Hyperacetylierung in HDAC1-
deletierten MEFs — Inhibition der Zellproliferation — direkte
Regulation des p21-Gens durch HDACI1 (Chromatin-
Immunoprézipitation)

HDACI -vermittelte Proliferationskontrolle durch Repression von p21

[326]

p21/CK2/
HDAC2

p21- und CK2-Interaktion erhoht HDAC2-Phosphorylierung
Anstieg der KLF4 (kruppel like factor 4)-Acetylierung und
Inhibition der T-24-Proliferation

[279]

p21/Sp1/Sp3/
p300

TSA, Natrium-Butyrat und SAHA vermitteln p21-Induktion {iber Sp1

[473,
479, 487]

TSA vermittelt p2 1-Induktion iiber Sp1 und Sp3

Transfektion von Sp1 und/oder Sp3 erhoht basale und TSA-induzierte
p21-Promotor-Aktivitit

Transfektion mit reverser Sp1- oder Sp3-cDNA verringert basale und
TSA-induzierte p21-Promotor-Aktivitét

[474]

TSA-vermittelte p21-Induktion {iber p300/Sp1/Sp3
Transfektion von p300 erhoht TSA-vermittelte p21-Induktion

TSA-, Spl- oder Sp3-vermittelte p21-Induktion wird durch mutiertes
p300 blockiert

[488]

Spl K703-Acetylierung in der DNA-Bindungsstelle verhindert Bindung
von Spl an p21-Promotor

Natrium-Butyrat und andere HDACi induzieren Sp1-Acetylierung, p21-
Induktion und G2/M-Zellzyklusarrest

siRNA-vermittelter Sp1-Knockdown resultiert in differentieller
Expression verschiedener Elemente des p21-Signalweges

[478]

p21/ATF3

p21-Induktion und ATF3-Repression nach TSA-Behandlung —
Inhibition der Zellproliferation

ATF3-Uberexpresion vermittelt Zellproliferation, hemmt p21-
Expression und wirkt der TSA-induzierten Proliferationsinhibition und
p21-Induktion entgegen

ATEF3-Deletion inhibiert Zellproliferation und induziert p21-Expression
ATF3 interferiert negativ mit der TSA-vermittelten p21-Induktion

[465]

p21/H2A.Z/p400

H2A.Z-abhingige p21-Induktion und Inhibition der Zellproliferation
H2A.Z ist mit der Transkriptionsstartstelle (TSS) von reprimierten p21
assoziiert — siRNA-vermittelter H2A.Z-Knockdown verhindert
HDACi-vermittelte p21-Induktion

H2A.Z-Acetylierung korreliert mit p21-Aktivierung
HDACi-Behandlung reduziert p400-Assoziation mit p21-TSS

p400 beeinflusst p21-Expression negativ durch Interferenz mit H2A.Z-
Acetylierung — Antiproliferativer Effekt von HDAC:i tiber p21-
Expression abhidngig von H2A.Z-Acetylierung

[466]

p21/c-MYC

TSA-vermittelte p21-Induktion korreliert mit einer verringerten c-MYC
(v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog)-Expression
siRNA-vermittelter c-MY C-Knockdown induziert starke p21-Induktion
¢c-MYC bindet in unbehandelten HeLa-Zellen an p21-Promotor, jedoch
nicht nach Behandlung mit TSA

[475]
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p21/p53

p53-unabhingie Induktion von p21

[462,
469, 473,
477, 479-
481, 486,
487, 489]

Romidepsin-vermittelte spezifische p53-Acetylierung an K373/382
induziert p21-Expression

p21-Promotor-Aktivitit korreliert mit p53-K373/382ac-Bindung am
Promotor

[464]

p53-Aktivierung durch Nutlin-3 verhindert TSA-vermittelte p21-
Induktion und schwécht G2/M-Zellzyklusarrest ab

TSA inhibiert Nutlin-3-induzierte Expression von p21 und schwicht
G1-Zellzyklusarrest ab

[467]

Romidepsin induziert DNA-Schéden durch die Generierung von ROS
und Hemmung der TrxR (thioredoxin reductase)-Expression — indu-
ziert Phosphorylierung von p53 an Thr18

p53 Thr18-Phosphorylierung notwendig fiir Acetylierung von p53 an
K373/382 und fiir p21-Induktion

[235]

p21/STAT

Chrysin-vermittelte p21-Induktion — G1-Zellzyklusarrest
Auflockerung des Chromatins am p21-Promotor durch Histon-
Hyperacetylierung und-Methylierung — Sequenz-spezifische Chroma-
tinremodellierung an STAT-Responselementen
Histon-Hyperacetylierung korreliert mit Rekrutierung von STAT1, 3
und 5 an STAT-Responselementen des p21-Promotors — STAT-
Responselemente wichtig fiir Chrysin-vermittelte p21-Induktion

[481]

p21/EZH2

siRNA-vermittelter EZH2-Knockdown induziert p21 — Seneszenz,
Zellzyklusarrest

EZH2-Knockdown entfernt HDAC1 von der p21-TSS — erhdhte
Histon H3-Acetylierung und p21-Induktion

EZH2-Knockdown und TSA induzieren synergistisch p21

[469]

p21/MAPK

p21-Induktion durch TSA und MAP-Kinase-Signalweg (MSK1 (mito-
gen- and stress-activated protein kinase 1))— H3S10-Phosphorylierung
am p21-Promotor notwendig fiir H3K 14-Acetylierung und Rekrutierung
der RNA-Polymerase I1

In Zellen ohne p21-Induktion wirkt die Proteinphosphatase PP2A (pro-
tein phosphatase 2 phosphatase activator) der p21-Induktion entgegen
Doppelte Modifikation H3S10phK14ac am aktivierten p21-Promotor
wird durch Phospho-Bindungsprotein 14-3-3 gebunden — Phosphory-
lierung kann durch PP2A nicht entfernt werden

Reversible Phosphorylierungs- und Acetylierungssignale regulieren die
HDACi-vermittelte p21-Induktion

[470]

p21-Lokalisation

Starke p21-Induktion in HeLa, deutlich schwichere Induktion in
Kontrollzellen — G2/M-Zellzyklusarrest in HeLa, GO/G1-Zellzyklus-
arrest in Kontrollzellen, stirkere Apoptose-Aktivierung in HeLa als in
hTERT-RPEI

Differentielle Lokalisation von p21 nach SAHA-Behandlung in HeLa
(gesamte Zelle) und hTERT-RPE1 (Nukleus)

[343]
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p21-Expression

Natrium-Butyrat- und TSA-vermittelte p21-Induktion

Stabile Uberexpression von p21 induziert Proliferationsstopp in HT-29
p21-deletierte HCT116 Zellen — keine HDACi-vermittelte
Proliferationsinhibition

[480]

Inhibition der Zellproliferation und G1-Zellzyklusarrest iiber p21-
Induktion nach Romidepsin-Behandlung — Repression von Cyclin D1,
Induktion von Cyclin E, Rb-Hypophosphorylierung

In p21-deletierten Zellklonen tritt ein Romidepsin-vermittelter G2/M-
Zellzyklusarrest und hohere Zytotoxizitét ein — p21-unabhédngiger
G2/M-Zellzyklusarrest

[462]

Starke synergistische Apoptose-Induktion nach kombinierter
SAHA/Flavopiridol (Inhibitor Cyclin-abhéngiger Kinasen)-Behandlung
—Caspase-3 und -8-Spaltung, BID-Aktivierung

Flavopiridol blockiert die SAHA-vermittelte Induktion von p21

[484]

Inhibition der Zellproliferation iiber p21-Induktion und G0/G1-
Zellzyklusarrest bei niedrigen Entinostat-Konzentrationen — erhdhte
Expression von hypophosphoryliertem Rb, niedrigere Expression von
Cyclin D1

Starke Apoptose-Induktion bei hheren Entinostat-Konzentrationen —
Aktivierung der Caspase-Kaskade mit anschlieBender zeitabhéngiger
Degradation von p21 (vorherige Induktion), p27, BCL2 und Rb und
reduzierte Expression von Cyclin D1, MCL1 und XIAP

Zellen mit stabil transfiziertem p21-Antisenskonstrukt sind deutlich
sensitiver gegeniiber Entinostat-vermittelter Apoptose als Kontrollzel-
len

[189]

Starke synergistische Inhibition der Zellproliferation und Apoptose-
Induktion nach kombinierter Romidepsin/Flavopiridol-Behandlung
Synergistische Effekte assoziieren mit der Inhibition der Romidepsin-
vermittelten p21-Induktion durch Flavopiridol

Adenovirale p21-Uberexpression induziert Resistenz der behandelten
Zellen gegeniiber der Romidepsin/Flavopiridol-Kombination
Flavopiridol wirkt der Romidepsin-vermittelten p21-
Promotoraktivierung entgegen (p21-Reporterassay)

[461]

HL60 ohne HDACi-vermittelter p21-Induktion — Sensitiver gegeniiber
SAHA-vermittelter Apoptose als NB4 und U937 Zellen mit p21-
Induktion

Stabile p21-Transfektion in HL60 — reduziert Sensitivitit gegeniiber
SAHA und blockiert TRAIL-vermittelte Apoptose

siRNA-vermittelte Repression von p21 in NB4 — erhoht SAHA-
vermittelte Apoptose

Starke p21-Expression vermittelt SAHA-Resistenz durch die Inhibition
von TRAIL-vermittelter Apoptose

[200]
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p21-Expression

NALM-6 zeigt die hdchste endogene p21-mRNA-Expression aller
untersuchten Leukdmiezellen — stirkste Sensitivitit gegeniiber
Spiruchostatin B (SP-B)

Signifikante p21-Induktion auf mRNA- und Proteinebene — G0/G1-
Zellzyklusarrest und Apoptose

[483]

Verringerte p21-mRNA-Expression in SP-B-resistenten NALM-6
Zellen im Vergleich zu nicht-resistenten NALM-6 zellen
Vektor-vermittelte Uberexpression von p21 stellt Sensitivitit von
resistenten NALM Zellen gegeniiber SP-B wieder her (Apoptose)
Vektor-vermittelte Uberexpression von p21 erhéht SP-B-induzierte
Apoptose in K562 Zellen

Repression von p21 in NALM-6/SP Zellen entscheidend fiir
Vermittlung der Resistenz

[201]

Belinostat-Behandlung — Sensitive Zellen durchlaufen einen G2/M-
Zellzyklusarrest mit anschlieBender Apoptose, resistente Zellen gehen
in einen reversiblen G1-Zellzyklusarrest

Differentielle Regulation von Zellzyklus-assoziierten Proteinen in
Belinostat-sensitiven und —resistenten Zellen

Belinostat-resistente Zellen zeigen eine verlangerte stabile p21-
Uberexpression — niedrigere Aktivitit von Cyclin E/CK2, verringerte
Rb-Phosphorylierung, keine Apoptose-Induktion

Zellen die p21 nur transient induzieren durchlaufen Belinostat-
vermittelte Apoptose

[477]

HDAC: ITF-A und ITF-B vermitteln Dosis-abhidngige Inhibition der
Zellproliferation durch G1-Zellzyklusarrest

Basale Expression von p21 in unbehandelten Zellen reguliert HDACi-
Sensitivitit - HDACi-Konzentrationsabhingige Induktion eines Zell-
zyklusarrestes oder Zelltod — p21-Expression héher in Zellen die eine
hohere HDACi-Konzentration bendtigen um Apoptose einzuleiten
Zellen mit hoherer basalen p21-Expression sind resistenter gegeniiber
HDACi-induziertem Zelltod als Zellen mit niedrigem p21-Status

[456]

Hyper-
acetylierung
p21-Promotor

Natrium-Butyrat- und TSA-vermittelte Hyperacetylierung am p21-
Promotor

[480]

p21-Induktion nach SAHA-Behandlung auf mRNA- und Proteinebene
erhohte H3- und H4-Acetylierung am p21-Promotor

[268]

SAHA vermittelt Acetylierungs- und Methylierungsverdnderungen von
Histonen und erhdht Deoxyribonuklease I-Sensitivitdt im p21-Promotor
— p21-Induktion

[324]

HDAC:-Silibinin-Kombination — Erhéhte H3- und H4-Acetylierung
am p21-Promotor

starke p21-Induktion mit anschlieBender proteasomaler Degradation
von Cyclin Bl — signifikanter G2/M-Zellzyklusarrest und Apoptose

[468]
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MCLI — myeloid cell leukemia 1

Das Gen MCL]I kodiert fiir ein anti-apoptotisches Protein und gehdrt zur BCL2-Familie.
MCLI kann in drei Spleilvarianten vorliegen; die lidngste vermittelt die anti-
apoptotische Funktion, die beiden kiirzeren wirken entgegengesetzt und induzieren
Zelltodmechanismen.”” Eine MCL1-Deregulation wird immer hiufiger mit Tumoren
und Resistenzen in Zusammenhang gebracht [490-492]. In den in dieser Arbeit durch-
geflihrten Expressionsstudien liegt MCL1 nach Romidepsin-Behandlung in UM-UC-3
Zellen iiberexprimiert vor [295]. Eine erhohte Expression wurde auch in anderen
Entitdten nach HDAC-Inhibition beobachtet [93, 264]. Labisso et al. 2012 zeigten, dass
eine erhohte MCLI1-Expression in Kombination mit einer erhdhten Expression von
Bcl-xLL mit einer schwécheren Dosiswirkung von SAHA und hoéheren ICsp-Werten
korreliert. Des Weiteren fiihrte eine pharmakologische Inhibition von c-MYC zu einer
Reduktion der MCLI- und Bcl-xL-Expression und einer erhohten Sensitivitét
gegeniiber SAHA [493]. Eine Studie im Plattenepithelkarzinom beschreibt MCL1 als
einen dominanten und Gewebe-spezifischen Resistenzfaktor gegeniiber einer
Behandlung mit dem BH3 (BCL2 homology domain 3)-Mimetikum ABT-737 [491].
Eine Behandlung mit dem pan-HDACi SAHA wirkt dieser Resistenz entgegen, indem
sie die Expression verschiedener Mitglieder der BCL2-Familie moduliert und so
gleichzeitig die Regulation und Funktion von MCL1 deaktiviert [491]. MCL1 konnte
auch in UC-Zelllinien anti-apoptotisch wirken und so zu dem primdr nicht-
apoptotischen Zelltod nach Klasse I HDACi-Behandlung beitragen. Demgegeniiber
steht, dass durch Sampath et al. 2012 eine Repression von MCL1 nach HDAC-
Inhibition in Zellen der chronischen lymphatischen Leukédmie beobachtet wurde [494].

22 NCBI-Gene: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4170, RefSeq Oktober 2010, zitiert am 08.09.2016.
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CRADD — CASP2/RIPK1 domain containing adaptor with death domain

In p53-defizienten Zellen kdnnen apoptotische Prozesse alternativ durch Caspase-2
induziert werden [495]. Das Adapterprotein CRADD ist iiber eine Interaktion mit der
Kinase RIPK1 (receptor interacting serine/threonine kinase 1) an der Rekrutierung und
Aktivierung von Caspase-2 beteiligt [496]>. Shen et al. 2014 berichteten, dass CRADD
im Magenkarzinom herunter reguliert ist und dass HDAC1 durch eine direkte Bindung
an den CRADD-Promotor zur Deregulation beitrdgt. CRADD ist somit ein direktes
Zielgen von HDACI. Des Weiteren kommt es durch die Behandlung mit TSA in
Magenkarzinom-Zelllinien zur CRADD-Induktion und Caspase-2 Aktivierung [497].

In UM-UC-3 Zellen kann nach Behandlung mit Givinostat und SAHA ebenfalls eine
Induktion von CRADD beobachtet werden. Dies liefert einen Hinweis darauf, dass es in
UM-UC-3 Zellen ebenfalls zu einer Aktivierung eines Caspase-2-abhédngigen Zelltods
kommen konnte. Demgegeniiber steht die Expressionsstudie von Song et al. 2013, in
der die Expression von Caspase-2 mRNA in 20 UC-Geweben im Vergleich zu
korrespondierenden benignen Geweben bestimmt wurde. Dabei war Caspase-2 in 80 %
der Tumorgewebe signifikant herunter reguliert [498]. Ein Verlust von Caspase-2
konnte in UCs aufgrund der tiblichen Inaktivierung von p53 [1, 395] zu einer schwer-
wiegenden Behinderung der Apoptosefahigkeit fiihren und sollte in Zusammenhang mit

Klasse | HDACi in UC-Zelllinien genauer untersucht werden.

DHRS? - dehydrogenase/reductase (SDR family) member 2

DHRS?2 liegt in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Expressionsstudien, insbesondere in
VM-CUBI Zellen, signifikant induziert vor. DHRS2 kodiert fiir das Protein Hep27**
und wirkt in Endometriumkarzinom-Zellen protektiv gegen Apoptose, die durch
oxidativen Stress induziert wird [499]**. Da HDACi ihre antineoplastische Wirkung u.a.
durch die Induktion von oxidativen Stress vermitteln konnen [182, 189, 352-354],
konnte die beobachtete DHRS2-Induktion in UC-Zelllinien relevant sein und ebenfalls

protektiv wirken.

* NCBI-Gene: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/8738, RefSeq Februar 2016, zitiert am 08.09.2016.
2 NCBI-Gene: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10202, zitiert am 08.09.2016.
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MTI1X — metallothionein 1X

MTIX war in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Studien sowohl nach Klasse I
HDACi-Behandlung als auch nach siRNA-vermitteltem HDAC1/2-Doppelknockdown
induziert [295]. Zusitzlich wurde eine signifikante Induktion in Kolonkarzinom-Zellen
nach HDACi-Behandlung beobachtet [450]. Bislang gibt es keine Studien, die die
Funktion von MT1X in Verbindung mit HDACi untersuchen. Allerdings wurde MT1X
mit der TCRP1 (tongue cancer resistance-associated protein 1)-vermittelten Cisplatin-
Resistenz im oralen Platten-epithelkarzinom in Zusammenhang gebracht [500, 501].
Mit einem siRNA-vermittelten Knockdown von MT1X konnte eine Sensitivierung der
resistenten Zellen gegeniiber Cisplatin und eine erhohte Apoptoserate erzielt werden
[501]. Da viele Patienten wihrend der Behandlung des UCs eine Cisplatin-Resistenz
entwickeln, sollte die Induktion dieses Faktors, besonders in Zusammenhang mit der
Untersuchung einer HDACi-Cisplatin-Kombinationstherapie, nicht aufler Acht gelassen

werden [16].

CTGF — connective tissue growth factor

CTGF wird mit der Entstehung von diversen Tumoren in Zusammenhang gebracht, wie
z.B. Leberzell- und Mammakarzinom. Grundsitzlich scheint eine deregulierte CTGF-
Expression mit der Entwicklung von Resistenzen, aggressiven Tumoren, Metastasie-
rung und Tumorprogression zu korrelieren [502-504]. CTGF wird nach HDACIi-
Behandlung in Kolon- und Leberzellkarzinom-Zellen induziert [450, 451] und zeigt
auch in den in dieser Arbeit durchgefiihrten RNA-Expressionsstudien eine einheitliche
Induktion nach siRNA-vermittelten HDACI1/2-Doppelknockdown und Klasse I
HDACi-Behandlung [295]. Ein funktioneller Zusammenhang zwischen CTGF und
HDACSs wurde bislang nicht beschrieben. Wie sich die Induktion von CTGF auf UC-
Zellen auswirkt, ist schwer vorherzusagen, da die CTGF-Funktion in der Blase nur
wenig untersucht ist. In der UC-Zelllinie T-24 erhoht eine APF (antiproliferative
factor)-vermittelte CTGF-Induktion die Proliferations-hemmende Wirkung des Faktors

[505].
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7.6  Mogliche Kombinationen mit Klasse | HDACi und neue
Therapieansitze fiir die Behandlung des UC

In diesem Abschnitt sollen auf Grundlage der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse
mogliche Kombinationen mit Klasse I HDACi und neue Therapieansitze fiir die

Behandlung des UC besprochen werden.

Préklinische und klinische Studien deuten darauf hin, dass HDACi signifikante antineo-
plastische Effekte gegeniiber soliden Tumoren induzieren kénnen, wenn sie mit anderen
Medikamenten kombiniert werden [58]. Daher wird die HDACi-Therapie in Zukunft
vermutlich auf einer Kombination mit anderen additiv oder synergistisch wirkenden
Substanzen basieren [58]. HDACi potenzieren hdufig mit klassischen DNA-
schidigenden Agenzien und weiteren Substanzklassen [174, 193, 217, 218, 409],
darunter Zytostatika (Gemcitabin, Hydroxyurea, 5-Azacytidin, Doxorubicin, Temozo-
lomid, Paclitaxel), Inhibitoren von Aurora-Kinasen, Topoisomerasen, PARP1, B-RAF,
DNA-Methyltransferasen, Tyrosinkinasen, TORC1 (transducer of regulated CREB
activity 1), PI3-Kinasen, Sirtuinen, anti-apoptotischen Proteinen und des Proteasoms
[124, 128, 199, 216, 242, 343, 376-379, 405, 506-513]. Zur Sensitivierung durch
HDAC: tragen vermutlich verschiedene Mechanismen bei. Ein Grofiteil der DNA ist
eng um Histone gewunden, dadurch wird die Zugénglichkeit fiir Polymerasen und
Transkriptionsfaktoren eingeschriankt. Man geht davon aus, dass DNA-schddigende
Agenzien durch diese Kompaktierung der DNA nicht ihre volle Wirksamkeit erreichen
konnen und dass ein Entwinden der kompakten Struktur durch HDACi zu einer
besseren Zugénglichkeit dieser Substanzen und somit zu synergistischen Effekten flihrt
[277]. Des Weiteren wird der HDACi-vermittelte Inhibition der DNA-Reparatur eine
entscheidende Rolle zugeschrieben [217]. Die Synergien konnten die Effektivitdt der
Behandlung erhéhen und so den Umfang an Nebenwirkungen verringern. Bei der
Konzipierung und Durchfiihrung von klinischen Studien hat sich auch herausgestellt,
dass nicht nur die spezifische Kombination entscheidend ist, sondern auch die
Reihenfolge, Konzentration und Linge der Behandlung; so scheint z.B. eine Vor-
behandlung mit HDACi am effektivsten zu sein [20, 105]. AuBerdem wurde gezeigt,
dass eine epigenetische Re-Normalisierung mit hoherer Wahrscheinlichkeit erzielt wird,
wenn HDACIi konstant {iber einen ldngeren Zeitraum, dafiir jedoch in einer niedrigen
Konzentration, eingesetzt werden [20]. In UC-Zelllinien wurden bereits einige

Kombinationen priklinisch charakterisiert. Diese Untersuchungen konzentrierten sich
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tiberwiegend auf DNA-schddigende Agenzien wie Cisplatin und Mitomycin C sowie
auf die Zytostatika Gemecitabin und 5-Azacytidin. Fiir einige dieser Kombinationen
wurden synergistische antineoplastische Aktivititen und teilweise geringere Neben-
wirkungen in vitro und in verschiedenen Xenograft-Modellen beobachtet (siche Tab. 4C

in Anh. B).

Auch fiir Klasse I HDACs wurde ein direkter Zusammenhang mit den synergistischen
Effekten zwischen HDAC-Inhibition und DNA-schidigenden Agenzien nachgewiesen,
die im Kolorektalkarzinom z.B. durch HDAC2 moduliert werden [199]. Des Weiteren
konnte durch HDAC1/2-Knockdowns gezeigt werden, dass eine Inaktivierung dieser
Klasse I HDACs eine starke Sensitivierung gegeniiber DNA-schddigenden Agenzien
induziert, die durch eine gestdorte DNA-Schadensantwort und defekte DSB-Reparatur
charakterisiert ist [103, 418]. In diesem Zusammenhang konnte eine Evaluation von
dualen Inhibitoren, die DNA-schiddigende Eigenschaften mit einer gleichzeitigen
Inhibition von Klasse I HDACs kombinieren, in UC-Zelllinien interessant sein [514-
517]. Duale Substanzen konnen entweder zwei unterschiedliche Ziele gleichzeitig
inhibieren, in diesem Fall HDACs und ein anderes therapeutisches Target, oder Protein-
Protein-Interaktionen storen [20, 23]. Sekundéire Aktivititen wurden z.B. bereits fiir die
Inhibition von Topoisomerasen, Tyrosinkinasen, PI3K, EGFR (epidermal growth factor
receptor), HMGCR (3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase) oder Wirkung
als Alkylans entwickelt [514-523]. Die Effektivitit dieser Substanzen wird aktuell

praklinisch und teilweise auch klinisch charakterisiert [20, 23].

Weitere Kombinationen, die auf Grundlage dieser Arbeit fiir das UC denkbar wiren,
sind Klasse I HDACi mit gut charakterisierten Aurora Kinase-Inhibitoren [364, 374,
375]. Zum einen konnte eine deutliche Expressionsverminderung der Aurora A- und
Aurora B-Kinasen nach Klasse I HDACi-Behandlung in den UC-Zelllinien VM-CUBI
und UM-UC-3 detektiert werden [295]. Dies ldsst vermuten, dass die antineoplastische
Aktivitit durch eine direkte zusitzliche Inhibition der beiden Kinasen verstirkt wiirde.
Zum anderen wurden in anderen Zellsystemen bereits synergistische Effekte zwischen

HDAC: und der Inhibition von Aurora-Kinasen nachgewiesen [376-379, 508].

Fir die Behandlung mit Romidepsin konnte eine Kombination mit einem BH3-
Mimetikum [524] wie ABT-737 sinnvoll sein. Fir HDACI, die eine BIM-Induktion
auslosen, so wie in den UC-Zelllinien VM-CUBI und UM-UC-3 nach Romidepsin-
Behandlung [295], wurde ein synergistischer Effekt mit ABT-737 in Leukdmie- und
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Myelomzellen detektiert [35, 525]. Auch fiir Zellen des Plattenepithelkarzinoms, mit
einer durch Mutation der Ubiquitinligase FBXW7 (F-box and WD repeat domain
containing 7) bedingten hohen BIM-Expression, konnte ein starker Synergismus
zwischen einem HDACi und ABT-737 nachgewiesen werden [491]. Zusétzlich zeigt
eine HDACi-induzierte erhohte BIM-Expression synergistische Effekte mit dem
Proteasominhibitor Bortezomib [103, 526].

Eine weitere Moglichkeit ist die Kombination von HDACi mit Inhibitoren gegen DNA-
Methyltransferasen [527-529] (zit. aus [35]). Der primédre Gedanke hinter dieser
Kombination ist, dass eine Erhohung der Histonacetylierung und eine Verringerung der
Methylierung an CpG-Inseln  synergistisch zur Re-Expression reprimierter
Tumorsuppressoren fithren kann [35]. Neuhausen et al. 2006 konnten dies z.B. fiir das
Gen SFRPI (secreted frizzled-related protein 1) nachweisen [530]. SFRPI lag in 55 %
der untersuchten UC-Gewebe und in vielen UC-Zelllinien hypermethyliert vor.
Zusiatzlich wurde eine Korrelation zwischen Hypermethylierung des Gens und seiner
fehlenden Expression gezeigt [530]. Durch die Behandlung mit 5-Aza-Desoxycytidin
allein, doch breiter in Kombination mit den HDACi SAHA und TSA, konnte eine Re-
Expression von SFRPI in UC-Zellen induziert werden [530]. Des Weiteren konnte in
Zelllinien des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms nachgewiesen werden, dass bereits
bei niedrigen Konzentrationen und einer kurzen Behandlungszeit synergistische Effekte

dieser Kombination eintreten [531] (zit. aus [20]).

Kiirzlich erschienene Studien stellen einen neuen sehr interessanten Ansatz fiir eine
kombinierte Therapie mit HDACi vor [532, 533]. Mackmull et al. 2015 zeigten, dass
eine HDACi-Behandlung in HelLa Zellen zu einer massiven selektiven Herunter-
regulation von BRD-enthaltenden Proteinen fiihrt. Zeitaufgeloste Transkriptom- und
Proteomprofile der mit HDACi-behandelten Zellen ergaben, dass diese Proteingruppe
durch eine Kombination von transkriptionellen und post-transkriptionellen
Mechanismen reguliert wird [532]. Des Weiteren konnte durch Knockdown-
Experimente belegt werden, dass die Repression von spezifischen BRD-enthaltenden
Proteinen, wie z.B. PBRMI1 und BRDI, ausreicht, um wichtige durch HDACi-
vermittelte transkriptionelle Anderungen, wie z.B. p21-Induktion, zu erzielen [532]. In
UC-Zelllinien werden diverse Transkripte von BRD-enthaltenden Proteinen herunter
reguliert, besonders nach Behandlung mit Romidepsin und Givinostat und in

geringerem Mafle durch SAHA. Zu diesen Transkripten gehéren BRD1, ZMYNDI11
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(zinc finger, MYND-type containing 11), CREBBP und BAZ1A/B (BRD adjacent to
zinc finger domain 14/B) [295].

Eine weitere Studie von Mazur et al. aus dem Jahr 2015 beschreibt eine kombinierte
Inhibition von HDACs und BET-Proteinen, einer Untergruppe von BRD-enthaltenden
Proteinen, fiir die Behandlung des aggressiven duktalen Adenokarzinoms des Pankreas
(PDAC — pancreatic ductal adenocarcinoma) [533]. Das PDAC teilt gewisse genetische
Alterationen mit dem UC, so die hdufige Inaktivierung der Gene 7P53 und CDKN2A
[534] (sieche Kap. 1.1). Die haufigste genetische Alteration im PDAC ist jedoch eine
aktivierende Mutation im KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog)-Gen,
die bei mehr als 95 % der Fille auftritt [533, 535] und im UC nur gelegentlich auftritt.
Die BET-Proteinfamilie beinhaltet die Proteine BRD2-4 und BRDT [95, 99]. Sowohl in
vitro als auch in Xenograft-Modellen iibt eine gemeinsame Behandlung mit dem BET-
Inhibitor (BETi) JQI und dem pan-HDACi SAHA starke und synergistische
antineoplastische Effekte im Pankreaskarzinom aus [533]. Diese Effekte resultieren aus
einer verringerten Proliferationsrate und einer erhdhten Apoptose, die durch Caspase-3-
Spaltung und verminderte Expression der anti-apoptotischen Proteine MCLI1 und
Bcl-xL charakterisiert ist [S33]. Synergien zwischen einem HDACi und dem BETi JQ1
konnten auch fiir AML-Zellen und Zellen des Mammakarzinoms nachgewiesen werden

[536, 537].

Interessanterweise liegt in den RNA-Expressionsstudien an den UC-Zelllinien kein
Mitglied der BET-Proteinfamilie dereguliert vor, obwohl viele andere BRD-enthaltende
Proteine signifikante Expressionsverdnderungen zeigen. Zur Expression von BET-
Proteinen im UC ist bisher nicht viel bekannt. Fiir BRD4 wurde eine signifikante
Uberexpression in UC-Geweben nachgewiesen, die zudem mit einer schlechteren
Uberlebensrate korreliert [538]. Eine Studie postuliert, dass die durch HDACi und den
BETi JQI induzierten synergistischen Effekte in AML-Zellen priméar durch eine BRD4-
Inhibition vermittelt werden [536]. Passend dazu wurde kiirzlich die Synthese und
Evaluation eines dualen HDAC/BRD4-Inhibitors mit ausgeprigter antineoplastischer
Aktivitdt in Leukdmiezellen beschrieben [539]. Interessanterweise wurde fiir BRD4
auch eine intrinsische HAT-Aktivitdt nachgewiesen, die durch ein spezifisches H3/4-
Acetylierungsmuster charakterisiert ist [540]. Offen ist jedoch, ob diese Aktivitit zum
Synergismus zwischen HDACi und BETi beitrdgt. Gemeinsam deuten diese Daten da-

rauf hin, dass eine Kombination von JQ1 mit HDACi auch in UC-Zellen sinnvoll wire.
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Fiir HDACi werden immer hiufiger Therapieansitze entwickelt, die liber die Kombina-
tion mit anderen Substanzen hinausgehen. Dazu gehoren sogenannte Hybridmolekiile,
die iiber spezifischen Transport zu oder Aktivierung in definierten Organen, Geweben,
Zellen oder subzelluldren Kompartimenten eine selektive Verteilung und Akkumulation
des Inhibitors vermitteln [20, 21, 60]. Eine direkte HDACi-Verabreichung an das
maligne Gewebe ist ndmlich fiir die meisten Krebserkrankungen nicht moglich, da oft
innere Organe und Gewebeteile betroffen sind oder verschiedene Metastasen auftreten
[21]. Die selektive Verteilung und Anreicherung wird hédufig {iber eine modifizierte
CAP-Gruppe erreicht, indem sie z.B. spezifische Zielproteine bindet, die im Tumor
iiberexprimiert vorliegen oder ausschlieBlich exprimiert sind [21]. Die HDACI-
Anreicherung konnte dazu beitragen, das geringe klinische Ansprechen in soliden
Tumoren zu iiberwinden und Nebenwirkungen zu minimieren [20, 21, 60]. Die
Anreicherung wurde bereits in vitro als auch in klinischen Studien fiir einige Entitéten
erprobt. Beispiele flir zielgerichtete HDACi sind Tefinostat (Aktivierung in
Makrophagen und Monozyten), HDACI, die selektiv in der Lunge akkumulieren, und
HDACI, die sich Antiandrogen-vermittelt im Prostatakarzinom anreichern [541-544]

(zit. aus [21, 23]).

Dartliber hinaus werden neue Moglichkeiten diskutiert, um die HDAC-Isoenzym-
Spezifitit von Substanzen zu verbessern. Eine dieser Moglichkeiten konnte die
Hemmung der IP4-Bindung an Klasse | HDACs und deren Komplexe sein [22, 60]. P4
reguliert die Interaktionen von HDAC3 mit SMRT und von HDAC1 mit MTAT im
NuRD-Komplex [78-80] (beschrieben in [53]). Da die katalytische Aktivitdt von
HDACI und 3 maligeblich von ihrer Inkorporation in solche Multiproteinkomplexe
abhéngt [53], kdnnte die Blockierung der [P4-vermittelten Interaktion zwischen HDACs
und Komplexpartnern zu einer spezifischeren Inhibition von HDAC1 und HDAC3
beitragen [22].
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7.7  Fazit und Ausblick

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse belegen die grundsitzliche Eignung der
Klasse I Isoenzyme HDACI1 und 2 als Zielmolekiile fiir eine antineoplastische Therapie
im UC. HDAC3 konnte - mit gewissen Einschrinkungen - ebenfalls ein geeignetes
Target sein, flir eine endgiiltige Aussage sollten jedoch zusdtzliche Experimente
durchgefiihrt werden, besonders um die Tumorspezifitit zu kldren. HDACS8 konnte
dagegen als bedeutendes therapeutisches Ziel ausgeschlossen werden. Folgearbeiten
sollten sich mit einer genaueren Charakterisierung der durch Klasse I HDAC:-
vermittelten antineoplastischen Mechanismen beschiftigen, insbesondere mit der
Aufklarung der ausgeldsten Zelltodmechanismen. Diese Kldrung ist vor allem wichtig,
um optimale Kombinationstherapien mit anderen Agenzien zu entwickeln, die eine
zusdtzliche Steigerung des therapeutischen Potentials bewirken. FEin weiterer
Schwerpunkt sollte auf die Untersuchung des therapeutischen Potentials der HDACI in
Xenograft-Modellen gelegt werden.
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8 Anhang

A Eigenschaften und Charakterisierung von HDACi

Tabelle 3: Eigenschaften und Charakterisierung der in dieser Arbeit verwendeten HDACi. Neben
der Stoftklasse und den préaferentiellen Zielmolekiilen werden genaue Klasse I HDAC in vitro 1Cso-Werte

angegeben. Mehrfache Angaben fiir die in vitro 1Cs-Werte beziehen sich auf differente Angaben in

verschiedenen Publikationen. *Mais HDAC1A/B und HDAC?2.

Inhibitor

Zielmolekiile

Stoffklasse/
Name

Klasse I HDACs
in vitro 1Cs

Ref.

Romidepsin
(FK228)

HDAC1/2

Zyklisches
Peptid

HDACI: 36 £ 16 nM
HDAC2: 47 + 18 nM

[222]

HDACI: 0,102 nM
HDAC2: 0,376 nM
HDAC3: 0,211 nM
HDACS: 24,6 nM

[428]

Givinostat
(ITF2357)

HDAC1/2 (3)
(Klasse IT)

Hydroxam-
saure

HDACI1: 16/7,5* nM
HDAC2: 10* nM

[223]

HDACI: 28 £ 8 nM
HDAC2: 56 £ 13 nM
HDAC3: 21 £3 nM

[425]

Entinostat
(MS-275)

HDACI (2/3)

Benzamid

HDACI1: 510 nM
HDAC3: 1700 nM
HDACS: > 10 uM

[224]

HDACI: 181 + 62 nM
HDAC2: 1155+ 134 nM
HDAC3: 2311 + 803 nM

HDACS: > 10 uM

[425]

HDACI: 243 nM
HDAC2: 453 nM
HDAC3: 248 nM
HDACS: > 10 uM

[545]

Mocetinostat
(MGCDO0103)

HDAC1/2 (3)

Benzamid

HDACI: 0,15 + 0,02 uM

HDAC2: 0,29 + 0,08 uM

HDAC3: 1,66 + 0,69 uM
HDACS: > 10 uM

[225]

HDACI1: 34+ 17 nM
HDAC2: 34 £ 8 nM
HDAC3: 998 £ 431 nM
HDACS: > 10 uM

[425]

HDACI1:9,26 + 1,18 nM
HDAC?2: 35,6 = 13,0 nM
HDAC3: 192 + 39,9 nM

[546]

HDACI1: 98 + 1 nM

HDAC2:22 + 1 nM

HDAC3:45+ 11 nM
HDACS: 35+2,2 uM

[547]
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Fortsetzung Tabelle 3
Inhibitor | Zielmolekiile | StOIkIasse/ Klasse I HDACs Ref.
Name in vitro 1Csy
HDACI: 155 nM
HDAC2: 371 nM 4SC
4SC-202 HDLAS(]J)11/2/3 Benzamid HDAC3: 130 nM AG
HDACS: > 15 uM [301]
LSDI1%: 0,6 — 1,2 uM
HDACI1: > 15 uM 1169
HDAC2: > 15 uM 170]’
HDAC3: 0,08 uM
N-(o- HDACI1: 5,6 + 1,3 uM
Amino- HDAC2:9,7+ 1,8 uM
RGFPI66 HDAC3 phenyl)- HDAC3: 0,21 £ 0,06 uM [321]
Carboxamid HDACS: > 100 uM
HDACI: 28,67 uM
HDAC2: 17,68 uM [327]
HDAC3: 0,08 uM
N-(2-
Amino- HDACI: 2 uM
BG45 HDACS3 (1/2) phnyl) HDAC2: 2,2 uM [171]
pyrazine-2- HDAC3: 289 nM
Carboxamid
Hydroxam- HDACI: > 100 uM
Compound 2 HDACS siure HDACS: 14 uM [227]
Hydroxam- HDACI1: > 100 uM
Compound 5 HDACS siure HDACS: 0,7 uM [227]
Hydroxam- HDACI1: > 100 uM
Compound 6 HDACS siure HDACS: 0.3 uM [227]
SAHA Klasse I, I, | Hydroxam- . [228,
(Vorinostat) 1\ sdure Pan-HDACI 229]

% Daten wurden von 4SC beim ,,6th Annual EpiCongress 2015 (Boston, USA) im Juli 2015 présentiert
und sind online unter http://www.4sc.de/de erhéltlich.
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B Expression und Inhibition von HDACs im UC

Tabelle 4: Studieniibersicht zu HDACs und HDACIi im UC. In dieser Tabelle sind Studien zur HDAC-
Expression (A), priklinische Untersuchungen (siRNA-vermittelter Knockdown oder HDACIi, B),

préklinische Kombinationstherapien (C) und klinische Studien (D) zusammengefasst. Teile dieser Tabelle

(insbesondere B und D) wurden bereits in einem Ubersichtsartikel verdffentlicht [34].

A HDACs Regulation Beschreibung Ref.
1T HDACI1 QRT-PCR und IHC von 10 UC-Tumor- vs. 10 | [254]
korrespondierenden Normalgeweben
1T HDACI1 QRT-PCR von 17 UC-Tumor- vs. 6 Normal- [126]
geweben
1T HDACI1-3 IHC an 348 UC-Tumorgeweben [256]
1T HDAC1-3/8 | QRT-PCR von 127 UC-Tumor- vs. 20 [258]
Klasse Normalgeweben; Western Blot von 3 UC-
g Tumor- vs. 3 Normalgeweben (zufillig)
‘@ T HDAC2/8 QRT-PCR von 18 UC-Zelllinien vs. 6 [255]
§ uroepithelialen Kontrollzellen
=) THDAC3 Affymetrix-Microarray Datensdtze von 10 [129]
= UC-Tumor- vs. 4 Normalgeweben
1T HDACS QRT-PCR von 24 UC-Tumor- vs. 12 [255]
Normalgeweben
| HDAC4/5/7 | QRT-PCR von 18 UC-Zelllinien vs. 6 [255]
uroepithelialen Kontrollzellen
Klasse II | HDAC4/7 Western-Blot von 6 UC-Zelllinien vs. 2 [255]
uroepithelialen Kontrollzellen
1T HDAC4 IHC an 3 kauflichen UC-tissue microarrays [259]
B | Modulation Isﬁ‘;‘;&“&“/ Induzierte Effekte Ref.
HDAC1/2/3/8 | 5637 Zellen: Verringerte Viabilitdt und [258]
SiRNA- Migration, Apoptose-Induktion
= | Knockdown | HDAC6 639-V, RT-112, 253], UM-UC-3, BFTC-905 [266]
E.o Zellen: Keine kritischen Effekte
= Entinostat T-24 Zellen: Hyperacetylierung von Histon [261]
g H4, 1 p21 (mRNA und Protein)
g Entinostat T-24 Zellen: Verringerte Viabilitit und [262]
= Proliferation, erhdhte G1-Fraktion, Apoptose,
% Klasse 1 H3/4-Hyperacetylierung,‘T p21/Cyclin A '
§ HDAC- . . (mRNA), | BCL2 (Protein), 1 BAX (Protein)
= Inhibitoren Romidepsin J82 und onkogenes HRAS-exprimierende J82 | [271,
= Zellen: Differentielle Induktion von Erk1/2 272,
’E (extracellular signal regulated kinases 1/2 276]

(MAPK3/1)), Nox-1 (NADPH oxidase 1),
ROS-Produktion, Caspase-3/7-Aktivitidt und
Zelltod in HRAS-J82 Zellen
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Fortsetzung Tabelle 4
B | Modulation Isoformen/ Induzierte Effekte Ref.
HDACi
Entinostat Niedrig- (RT4, RT-112, CUBIII), mittel- [270]
TSA (HU456, 5637, BC16.1) und hochinvasive
Apicidin (EJ, UM-UC-3, J82) Zellen: Konzentrations-
Valproinsdure | abhdngige Inhibition der Proliferation
(niedriginvasive Zellen am sensitivsten),
1 Gelsolin (Protein, in niedrig- und mittelinva-
siven Zellen), | Desmoglin (Protein, in
Klasse I und niedrig- und mittelinvasiven Zellen)
an-HDACi Romidepsin 5637 Zellen: Dosisabhéngige Inhibition der [234]
P SAHA Zellproliferation und induzierter Zelltod,
TSA vermittelt durch differentiell exprimierte
Proteine (Romidepsin: 5698, TSA: 5497) die
an Zellzyklus-Progression, Apoptose,
Autophagie, ROS-Produktion und Reparatur
von DNA-Schédden (TSA, Romidepsin)
beteiligt sind, 1 Acetylierung von Histon- und
Nicht-Histonproteinen
Tubacin RT-112, 639-V, 253J, UM-UC-3, 5637, T-24, | [266]
S Klasse II Tubastatin VM-CUBI Zellen: Niedrige
£ HDACI ST-80 Effektivitdt (hohe pM-Konzentrationen)
g (HDAC6i)
2 SAHA T-24 Zellen: Hyperacetylierung von Histon [268]
8 H3/4, 1 p21 (mRNA und Protein)
5 SAHA VM-CUBI1, SW-1710, UM-UC-3, T-24, [255]
2 639-V, 5637 Zellen: Erhohte G2/M- und
A subG1-Fraktion, 1 p21 (mRNA und Protein),
E 1| TS (mRNA und Protein), Dosisabhéngige
% Induktion der Caspase-3/7-Aktivitit
& SAHA T-24 Zellen: Verringerte Viabilitit, Hyper- [261]
TSA acetylierung von Histon H4, 1 p21 (mRNA
und Protein), Acetylierung von a-Tubulin
SAHA UM-UC-3 und T-24 Zellen: Verringerte [269]
Valproinsdure | Viabilitdt und Proliferation, 1 TSP1 (throm-
. bospondin-1, mRNA)
Pan-HDACH - =rgd T-24 Zellen: Verringerte Viabilitat und [262]
Proliferation, 1 G1-Fraktion, Apoptose-
Induktion, Hyperacetylierung von Histon H3,
1 p21/Cyclin A (mRNA),
| BCL2 (Protein),1 BAX (Protein)
TSA BIU-87 Zellen: Verringerte Viabilitidt und [274]
Proliferation (nM), 1 G1-Fraktion,
Apoptose-Induktion, 1 p21 (mRNA)
TSA EJ, UM-UC-3, TCC, T-24, J82, KK47 Zellen: | [275]
Natrium- Verringerte Viabilitit und
Butyrat Proliferation, Zelltod, 1 Plakoglobin

EJ-, UM-UC-3-Xenograft: Starke Inhibition
des Tumorwachstums (TSA)
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8 Anhang

B

Modulation

Isoformen/
HDAC:i

Induzierte Effekte

Ref.

Priklinische Untersuchungen

Pan-HDAC-
Inhibitoren

TSA
Natrium-
Butyrat

T-24 Zellen: 1 TRPM2 (mRNA), TRPM2-
vermittelte Apoptose-Induktion, 1 H3K9-
Acetylierung im TRPM2-Promotor

[265]

Valproinsdure

HT1376, 5637 Zellen: Verringerte
Viabilitit, T subG1-Fraktion (HT1376), 1 p21
(mRNA und Protein)

[254]

Valproinsiure

T-24, HT1376, RT4 Zellen: Dosisabhédngige
Inhibition der Invasionsfahigkeit (nicht RT4),
keine Inhibition der Migration, Inhibition des
T-24-Tumorwachstums in Xenograft

[273]

Valproinsiure

RT4, TCCSUP, UM-UC-3, RT-112 Zellen:
Verringerte Viabilitdt und Proliferation,t p27
(Protein), | CDK1/2/4 und Cyclin B/D1/E und
HDAC3/4 (Protein), Hyperacetylierung von
Histon H3 und H4, erhohte G1-Fraktion

[263]

Belinostat

5637, T-24, J82 und RT4 Zellen: Verringerte
Viabilitit; Maus-Modell: Geringeres Gewicht
bei oberflachlich entstehenden

Tumoren, 7 p21 (Protein)

[260]

KBH-A42

UM-UC-3 Zellen: Im Vergleich zu anderen
Entitdten geringste Sensitivitdt (verringerte
Proliferation, leichte Inhibition des Wachs-
tums von UM-UC-3 Tumoren in Xenograft),
keine Apoptose-Induktion

[264]

TSA

T-24, NTUBI Zellen: 1 p21 (Protein), | TGIF
(TG-interacting factor)/p-AKT>™" (Protein),
verringerte Migrationsfahigkeit, T PARP1-
Spaltung (NTUBI)

[277]

Pracinostat

5637, T-24, J82, TCC-SUP, TSU-Prl Zellen:
1 ATF3 (Konzentrations- und Zeitabhingig,
mRNA und Protein), T Acetylierung von His-
ton H3/4 und a-Tubulin,

Dosisabhéngige Inhibition: Zellproliferation,
Verankerungs-unabhiangiges Wachstums und
Migrationsféhigkeit; GO/G1-Arrest (nicht in
normaler urothelialer Kontrolle SV-HUC1),
1 hypophosphoryliertes aktives RB1, 1 p21
(5637, T-24, TSU-Pr1, Protein), | VEGF-A
(vascular endothelial growth factor A,
Protein)

TSU-Pr1-Xenograft: signifikante Abnahme
der Tumorgrofe im Vergleich zur Kontrolle,
1 ATF3 (Protein), 1 Caspase-3-Spaltung

[278]

TSA

T-24 Zellen: Verringerte Zellproliferation,
1 KLF4-Acetylierung, 1 p21 (Protein),
| Cyclin B1 (Protein)

[279]
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Fortsetzung Tabelle 4
C HDACi Kombination Induzierte Effekte/Synergien Ref.

TSA TRAIL T-24 Zellen: Erhohte TRAIL-Induzierte [280]

Natrium- Apoptose nach Vorbehandlung mit nicht-

Butyrat toxischen Konzentrationen; T TRAILR2

Entinostat (Protein) mit TSA und Natrium-Butyrat —

Romidepsin Fiihrt zur erhohten DISC (death-inducing

signaling complex)-Ausbildung, Caspase-
Aktivitdt und Zelltod

AR-42 Cisplatin SW780, HT1376 Zellen: Synergistische [281]

Valproinsdure Induktion von Apoptose mit AR-42 in

TSA UC-Zellen, Inhibition des Tumorwachstums in

Natrium- Xenograft mit AR-42

Butyrat

Valproinsdure | Cisplatin BIUS, 5637, EJ Zellen und Rattenmodell: [282]
Mitomycin C | Hohere inhibitorische Aktivitét in vitro und in
Adriamycin vivo nach Kombination mit chemotherapeuti-

schen Substanzen
Panobinostat | Bestrahlung RT-112 Zellen: Bestrahlungssensitivierender [283]
Effekt in RT-112, | Ku80 oder RADS1
. (Protein); Erhohte yYH2A.X-Foci-Bildung und
= verzogerte Reparatur nach Bestrahlung
£ | Natrium- Cisplatin T-24, 253], UM-UC-3 Zellen: Synergistische, | [284]
_g Butyrat Dosisabhéngige Inhibition der Zellproliferati-
-g on, vermittelt durch G1-Arrest und Apoptose-
S Induktion, 1 p21 (Protein), T p27 (Protein) in
% 2533 und UM-UC-3
'S | Valproinsdure | Mitomycin C | HTB5 und HTB9 Zellen: Synergistische [285]
E Konzentrations- und Zeit-abhangige
E Abnahme von Viabilitit und Proliferation,
£ Zelltod-Induktion
TSA Gemcitabin HTBS, HTB9Y, T-24, J82, UM-UC-14, [286]
SW-1710 Zellen: Starker Synergismus mit
deutlicher Dosisreduktion (bis zu 25-fach
Gemcitabin, bis zu 40-fach TSA), Hemmung
der NF-kB- und AKT-Signalwege, Synergisti-
scher S-Phasen-Arrest
TSA Cisplatin Cisplatin-resistente T-24R2 Zellen: Synergis- | [287]
mus mit Dosisreduktion (bis 5-fach),
Synergistischer S- bzw. G2/M-Arrest, Caspa-
sen-vermittelte Apoptose, T Pro-apoptotische
Faktoren Bad (BCL?2 associated agonist of cell
death) und BAX (Protein)

Romidepsin DMCA (2,3- | T-24, TCC-SUP, UM-UC-3 Zellen: Synergis- | [288]
dimethox- tische Hemmung von Viabilitit und Prolifera-
ycinnamoyl tion, Erhohte Expression von Zellzyklus-
azide) Regulatoren (E2F-1 (E2F transcription

factor 1), p21);
Synergistische in vivo Anti-Tumor-Aktivitét
im Xenograft-Modell
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C

HDACi

Kombination

Induzierte Effekte/Synergien

Ref.

Priaklinische Kombinationen

Romidepsin
TSA

5-Azacytidin

T-24, 253], UM-UC-3, WH, TCC-SUP
Zellen: G2/M-Arrest und Apoptose-Induktion
durch Romidepsin, Effekte werden durch
5-Azacytidin verstirkt;

Zwei Xenograft-Modelle: Signifikante
Inhibition des Tumorwachstums durch
Romidepsin, geringe Nebenwirkungen

[289]

TSA

Gemcitabin

NGR Zellen (Gemcitabin-resistente Sublinie
aus NTUBI1 Zellen): Starker Synergismus,

1 p21 (Protein), | TGIF (Protein), T PARP1-
und Caspase-3-Spaltung

[277]

OBP-801

Celecoxib

T-24, UM-UC-3, UM-UC-11, HT1376 Zellen:
Dosisabhéngige Inhibition der Zellproliferati-
on und geringe Apoptose-Induktion durch
OBP-801; Kombination: Effekte werden durch
Celecoxib verstérkt mit deutlicher
Dosisreduktion (synergistisch fiir T-24),
erhohte Caspasen-abhéngige Apoptose
(Caspase-3-, 8-, 9- und PARP1-Spaltung),

1 BIM/DRS (T-24, UM-UC-11, Protein),

| Survinin/c-FLIP (T-24, UM-UC-11, mRNA
Protein)

T-24-Xenograft: Signifikante Inhibition des
Tumorwachstums im Vergleich zur Einzel-
behandlung, Caspase-3-Spaltung, T BIM/DRS
(Protein)

[291]

HDACi

Kombination

Phase/Status>®

Ref.

Klinische Studien

Mocetinostat

II, Patienten mit inaktivierenden Alterationen
von Acetyltransferase-Genen (NCT02236195)

Entinostat

I, abgeschlossen (NCT00020579)

SAHA

I, abgeschlossen (NCT00045006)

SAHA

I, abgebrochen (NCT00363883)

Belinostat

I, abgeschlossen (NCT00413075)

Entinostat

13-cis-
Retinsdure

I, abgeschlossen (NCT00098891)

[548]

SAHA

Docetaxel

I, abgebrochen, starke Toxizitét
(NCT00565227)

[549]

SAHA

Doxorubicin

I, abgeschlossen, gut vertraglich
(NCT00331955)

[550]

SAHA

Pembroli-
zumab

I/I1, 1auft, Rekrutierungsphase
(NCT02619253)

Belinostat

5-Fluorouracil

I, abgeschlossen (NCT00413322)

Belinostat

Carboplatin
Paclitaxel

I, abgeschlossen (NCT00421889)

%% Genaue Beschreibung der klinischen Studien unter https://clinicaltrials. gov.
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C Dosiswirkung von verwendeten Klasse I HDACi in
UC-Zelllinien und Kontrollzellen

Tabelle 5: Zellulire ICs;,-Werte der in dieser Arbeit verwendeten Klasse I HDACi nach 72-
stiindiger Behandlung. Die Viabilitit der UC-Zelllinien (A) und der Kontrollzelllinien (B) wurde, nach
Behandlung mit definierten HDACi-Konzentrationen fiir 72 Stunden, mit einem MTT-Assay bestimmt.

Die angegebenen ICs-Werte wurden mit einer nicht-linearen Regressions-Analyse mit Hilfe des
Programms Origin 8.0 (Origin Lab, Northhampton, GB) errechnet. Grofie Teile dieser Tabelle sind bereits
in Lehmann et al. 2014, Pinkerneil et al. 2016a und Pinkerneil et al. 2016b veroffentlicht [293, 295, 301].

: VM- SW- UM-
A HDACi RT-112 | 5637 | ~ip1 | 1710 | 39V | ves | T-24
Romidepsin nM 6,06 - 4,27 3,59 6,47 3,36 -
Givinostat 0,49 0,49 0,39 0,43 0,63
S | Entinostat 2,7 3,28 1 3 4,59
=
E, Mocetinostat 0,87 -—- 1,2 0,59 0,94 0,81 -—-
S | 45C-202 0,40 0,15 0,38 0,47 0,38 0,51 0,36
=
D
S | RGFP966 uM ~ 50 ~ 100
=
%
| BG4S > 50 > 100
< | Compound 2 > 50 >50 | =50 | =50 | >50
Compound 5 9,7 18,7 20,8 12,6 18,9
Compound 6 9,1 -—- 16 18,8 18,6 18,2 -—-
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Fortsetzung Tabelle 5
27
B HDAC HBLAK | TERT- | HEK- | VHF 1\{252
[292] | NHUC 293 (HFF) ?
552]
Romidepsin nM 0,89 0,57 6,09 0,66 --
Givinostat 0,15 0,16 0,19 0,12 -—
=
g Entinostat - - 4,89 0,25 —
E Mocetinostat --- --- 1,15 0,10 —
=
St
S | 4SC-202 0,38 0,27 0,20 - —
~
S | RGFP966 UM | <25 ~25
=
=
7 | BG45 ~ 50 - ~ 50 — —
o\l
o~
Z | Compound 2 - - - - > 50
S
Compound 5 - - - - 242
Compound 6 --- - - - 10,2

*"NUC — normal urothelial control; Zellen wurden nach einer Nephrektomie aus einem Harnleiter mittels

eines publizierten Protokolls isoliert und kultiviert.
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D  Eigener Beitrag zu den verwendeten Publikationen

Publikation 1: Lehmann et al. 2014

Lehmann M, Hoffmann MJ, Koch A, Ulrich SM, Schulz WA, Niegisch G: Histone
deacetylase 8 is deregulated in urothelial cancer but not a target for efficient
treatment. Journal of Experimental & Clinical Cancer Research 2014, 33:59.
Doi: 10.1186/s13046-014-0059-8.

Eigener Anteil an der Publikation insgesamt: 60 %
Autorenschaft: Erstautor
Konkrete  Beitrdge: Experimentelle Planung, Labortdtigkeit, Datenanalyse,

Manuskriptverfassung und -revision

Publikation 2: Pinkerneil et al. 2016a

Pinkerneil M, Hoffmann MJ, Deenen R, Koéhrer K, Arent T, Schulz WA, Niegisch G:
Inhibition of class I histone deacetylases 1 and 2 promotes urothelial carcinoma

cell death by various mechanisms. Molecular Cancer Therapeutics 2016, 15:299-312.
Doi: 10.1158/1535-7163.MCT-15-0618.

Eigener Anteil an der Publikation insgesamt: 70 %
Autorenschaft: Erstautor
Konkrete Beitrdge: Inhaltliche und experimentelle Planung, Labortitigkeit, Daten-

analyse, Auswertung RNA-Expressionsstudien, Manuskriptverfassung und -revision

Publikation 3: Pinkerneil et al. 2016b

Pinkerneil M, Hoffmann MJ, Kohlhof H, Schulz WA, Niegisch G: Evaluation of the
Therapeutic Potential of the Novel Isotype Specific HDAC Inhibitor 4SC-202 in
Urothelial Carcinoma Cell Lines. Targeted Oncology 2016, 11:783-798.
Doi: 10.1007/s11523-016-0444-7.

Eigener Anteil an der Publikation insgesamt: 70 %
Autorenschaft: Erstautor
Konkrete Beitrdge: Inhaltliche und experimentelle Planung, Labortitigkeit, Daten-

analyse, Manuskriptverfassung und-revision
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