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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Keimzelltumoren (KZT) des Mannes sind vor allem eine Erkrankung junger Manner im
Alter zwischen 10 und 40 Jahren. Die Tumoren werden in verschiedene Entitaten unterteilt:
Seminome (SE) und Nicht-Seminome (NSE). Letztere werden weiter in Embryonalkarzinome
(EC), Dottersacktumoren (YST), Chorionkarzinome (CC) und Teratome (TE) unterschieden,
wobei auch gemischte Typen auftreten kénnen. Die Heilungschancen dieser Erkrankung mit
der Standardtherapie, bestehend aus Strahlungstherapie oder Cisplatin-basierter
Chemotherapie sind sehr gut. Bei Rezidiven und Cisplatin-resistenten Tumoren gibt es jedoch
keine alternativen Therapien neben einer Hochdosis-Chemotherapie. Zusatzlich sind die nach
Cisplatin-Behandlung haufig beobachteten Langzeittoxizitaten, allen voran Sekundartumoren,
in diesen jungen Patienten mit guter Prognose und geringer Einschrankung der
Lebenserwartung ein Problem. Aus diesen Griinden werden dringend alternative Strategien
zur Behandlung (Cisplatin-resistenter) KZT bendtigt.

KZT weisen nur selten genomische Mutationen auf, weswegen eine gestdrte Epigenetik als
Ursache flr die Entartung der Keimzellen vermutet wird. Die Epigenetik ist die Regulierung
der Genexpression, welche durch Transkription-aktivierende und -reprimierende Histon- und
DNA-Modifikationen etabliert wird. Der Eingriff in dieses in KZT bereits instabile Netzwerk
durch Inhibitoren gegen epigenetische Modifikatoren und Interaktoren kann daher als
Therapieziel genutzt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Eignung verschiedener, epigenetisch wirkender Agenzien
(Epi-Drugs) als Therapieoption in (Cisplatin-resistenten) KZT-Zellen getestet. Daflr wurden,
basierend auf Transkriptomanalysen von KZT-Zelllinien- und -Gewebe, epigenetische
Interaktoren verschiedener Enzymklassen als potenzielle Ziele identifiziert und passende
Inhibitoren ausgewabhlt. Der Einfluss dieser Inhibitoren auf die Zellviabilitat wurde zunachst in
drei verschiedenen KZT-Zelllinien, jeweils eine Zelllinie der Entitaten SE, EC und CC getestet.
Hier konnten vier Epi-Drugs mit Reduktion der Zellviabilitat im nanomolaren
Konzentrationsbereich identifiziert werden: Histondeacetylaseinhibitor (HDACI) Quisinostat,
Histondemethylaseinhibitor JIB-04, Histonmethyltransferaseinhibitor Chaetocin und PROTAC
MZ-1, welcher gegen Acetylmodifikationen erkennende Proteine gerichtet ist. Weitere drei Epi-
Drugs zeigten Wirkspektren im niedrigen mikromolaren Konzentrationsbereich: LP99,
ebenfalls ein Inhibitor gegen Acetylmodifikationen erkennende Proteine, und Polycomb-
repressive-Complex-Inhibitoren PRT4165 und GSK343. Anschlieflend wurde die zytotoxische
Analyse dieser sieben Epi-Drugs auf weitere KZT-Zelllinien ausgedehnt, einschlieflich
Cisplatin-resistenter Subklone, und die molekulare Wirkung genauer analysiert. Mittels
Durchflusszytometrie wurde die Induktion von Apoptose und Zellzyklusarresten ermittelt.
Massenspektrometrisch wurden die durch die Epi-Drugs induzierten Anderungen der

Histonmodifikationen analysiert. Hier konnte gezeigt werden, dass zusatzlich zu den durch die
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Zusammenfassung

Inhibition der Zielenzyme erwarteten Anderungen auch epigenetische Nebeneffekte auf
andere Histonmodifikationen, sowie auf die DNA-Methylierung auftraten. Des Weiteren
wurden die Effekte der verschiedenen Epi-Drugs auf das Transkriptom mittels RNA-
Sequenzierung untersucht. Dies zeigte, dass der Eingriff in die epigenetische Landschaft von
KZT vor allem zur Deregulation von lonentransportern und DNA-bindenden Faktoren flhrte.
Mit einem Kinase-Array wurde zudem eine Deregulation verschiedener Kinase-Signalwege
wie cAMP, JAK-STAT und WNT durch die Epi-Drugs identifiziert.

Zusatzlich wurde die bei HDAC-Inhibition identifizierte stark erhohte DHRS2-Expression
genauer untersucht. Die NADPH-abhangige Reduktase DHRS2 kann im Zellkern und in den
Mitochondrien vorkommen und hat je nach Lokalisation vermutlich unterschiedliche
Funktionen. Um einen ersten Einblick in die Funktion von DHRS2 im Wirkspektrum der HDACi
zu erhalten, wurde in dieser Arbeit zunachst die Expression der verschiedenen DHRS2-
Isoformen untersucht. Durch verschiedene getestete HDACi wurden vor allem die beiden
proteinkodierenden DHRS2-Isoformen 5 und 7, welche ein Mitochondrientranslokationssignal
im N-Terminus beinhalten, vermehrt exprimiert. Es wurde jedoch auch eine stark erhdhte
Expression der nicht-proteinkodierenden Isoformen 8 und 9 nach HDACI-Behandlung
beobachtet, tUiber deren Funktion noch nichts bekannt ist.

Zusammenfassend konnten durch umfangreiche zytotoxische und molekulare Analysen
sieben verschiedene Epi-Drugs flr eine alternative oder zusatzliche Therapieoption zur
Standardtherapie zur Behandlung von (Cisplatin-resistenten) KZT identifiziert und deren

Wirkspektrum durch molekulare Untersuchungen charakterisiert werden.
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Abstract

Germ cell tumors (GCTs) in males are preeminently a disease of young men aged 10 to 40
years. GCTs are divided into the subtypes seminoma (SE) and non-seminoma (NSE), the latter
being further divided into embryonal carcinoma (EC), yolk sac tumor (YST), choriocarcinoma
(CC) and teratoma (TE). Mixed types, consisting of two or more different subtypes have also
been reported. The standard therapy, consisting of radiation or Cisplatin-based chemotherapy
provides very good chances of recovery. Although recurring cancer and gaining of Cisplatin-
resistance are more problematic, as there are as of now no alternative treatment options for
GCTs except salvage chemotherapy. Especially in these young patients with good prognosis
and therefore a good life expectancy, the long-term toxicities like secondary tumors, which
often succeed Cisplatin-based treatments are problematic. For those reasons, alternative
strategies for the treatment of (Cisplatin-resistant) GCTs are urgently needed.

As GCTs have a very low mutation burden compared to other tumor entities, the cause of the
maldevelopment of the germ cells is thought to originate in a disturbed epigenetic landscape.
The term epigenetics refers to the regulation of gene expression carried out by transcription
activating and repressing histone and DNA modifications. Further violation of this already
destabilized regulatory network by the inhibition of epigenetic modifiers and interactors can be
used as a therapeutical target in GCTs.

The aim of this thesis was to determine the suitability of different epigenetically active drugs
(Epi-Drugs) as a therapeutical option for (Cisplatin-resistant) GCTs. The selection of suitable
epigenetic targets and corresponding drugs was based on transcriptome data of GCT cell lines
and tissues. The effect on the cell viability of these Epi-Drugs was first tested in three different
GCT cell lines, one from each entity SE, EC and CC. Four Epi-Drugs induced a reduction of
the cell viability in a nanomolar concentration range: histone deacetylase inhibitor (HDACI)
Quisinostat, histone demethylase inhibitor JIB-04, histone methyltransferase inhibitor
Chaetocin and PROTAC MZ-1 which targets proteins recognizing acetylated histones. Further,
LP99, also an inhibitor of proteins recognizing acetylated histones, as well as PRT4165 and
GSK343, both inhibitors of polycomb repressive complexes, effectively decreased cell viability
using concentrations in the lower micromolar range. The cytotoxic testing of these seven Epi-
Drugs was extended to additional GCT cell lines, including Cisplatin-resistant subclones,
followed by the characterization of the molecular effects induced by the treatments. The
induction of apoptosis and cell cycle arrests was determined using flow cytometry. The
changes in histone modifications caused by the inhibition of the epigenetic targets were
observed using mass spectrometry. Remarkably, in addition to the expected changes caused
by the inhibition, further changes concerning different histone modifications were found. These
epigenetic side effects included histone modifications as well as methylation of the DNA. In

addition, effects of the Epi-Drugs on the transcriptome were observed using RNA sequencing,
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Abstract

revealing that modulation of the epigenetic landscape results in deregulation of ion transporters
and DNA-binding factors in GCT cells. Finally, the activation of kinase signaling pathways was
analyzed using a kinase array, providing evidence for the deregulation of the cAMP, JAK-STAT
and WNT signaling pathways.

The inhibition of HDACs lead to a strong increase in DHRS2 expression, which was further
analyzed in the scope of this work. DHRS2 is a NADPH-dependent reductase located in the
nucleus or the mitochondria. There is not much known about the function of DHRS2, but it
seems to differ depending on its localization. In order to gain a first insight into the function of
DHRS2 in the mode of action of HDACI, the expression of the different isoforms of DHRS2
were analyzed. The treatment with different HDACi mainly increased the expression of the
protein coding DHRS2 isoforms 5 and 7, containing the mitochondrial translocation signal. In
addition, the expression of the non-coding isoforms 8 and 9 was also increased. A potential
function of these non-coding isoforms is not yet known.

In conclusion this thesis identified seven Epi-Drugs as an alternative treatment option for the
therapy of (Cisplatin-resistant) GCTs using extensive cytotoxic and molecular analyses to

further characterize their mode of action.

X



Einleitung

1. Einleitung
1.1. Keimzelltumoren

1.1.1. Klassifizierung von Keimzelltumoren

Keimzelltumoren (KZT) sind solide Tumoren, die sich aus entarteten Keimzellen, den
Vorlauferzellen der Gonaden oder Keimdriisen, entwickeln. Die Primartumoren sind daher
meist in den Hoden oder den Eierstécken zu finden, kdnnen jedoch vor allem bei Kindern auch
extragonadal entlang der Korpermitte oder im zentralen Nervensystem auftreten [1]. KZT
lassen sich nach Oosterhuis et al. in sieben verschiedene Typen unterteilen [2,3]. Der
prapubertdre Typ | (unreifes Teratom, unreifer Dottersacktumor) betrifft vor allem
Neugeborene und Kinder unter 6 Jahren, wobei Madchen haufiger erkranken als Jungen. Typ
[I-Tumorerkrankungen betreffen Jugendliche ab der Pubertat bis ca. 35 Jahre. Die KZT des
Mannes werden dabei in Seminome (SE) und Nicht-Seminome (NSE), die der Frau in
Dysgerminome und Nicht-Dysgerminome unterschieden. NSE (und Nicht-Dysgerminome)
werden unterteilt in stammzelldhnliche Embryonalkarzinome (EC, aus dem Englischen
.embryonal carcinoma"“), welche weiter zu Teratomen (TE) und extra-embryonalem Gewebe
differenzieren kénnen, wie dem Dottersacktumor (YST, aus dem Englischen ,yolk-sac tumor®)
und dem Chorionkarzinom (CC, aus dem Englischen ,,choriocarcinoma®). Typ Il beschreibt die
spermatozytischen Tumoren, welche vornehmlich bei alteren Mannern vorkommen. Typ IV
(dermoide Zyste am Eierstock) und V (Blasenmole in der Plazenta) betreffen ausschlief3lich
Frauen im gebarfahigen Alter. Zusatzlich wurden die seltenen Typen 0 (verursacht durch einen
parasitaren Zwilling) und VI (Tumoren die Typ | oder Il &hneln aber in dlteren Patienten, Uber
60 Jahre auftreten) als weitere Subtypen klassifiziert [3]. Das Klassifizierungssystem der World
Health Organization (WHO) unterscheidet die Keimzelltumoren lediglich nach ihrer Entstehung
aus der nicht-invasiven Vorlauferlasion ,germ cell neoplasia in situ“ (GCNIS). So entwickelt
sich der Typ Il aus GCNIS, der prapubertale Typ | und die Spermatozytentumoren (Typ IIl)
jedoch nicht [4]. Bei den Typ Il KZT des jungen Mannes, welche im Zuge dieser Arbeit genauer
beschrieben und analysiert werden, handelt es sich also vornehmlich um SE und NSE, sowie

um gemischte Typen mit SE- und NSE-Anteilen.

1.1.2. Demographische Verteilung der Keimzelltumoren des Mannes

KZT, welche 90 % aller Hodentumoren darstellen, entsprechen ca. 1-2 % aller
Krebserkrankungen und gehdéren damit zu den selteneren Tumorerkrankungen [5,6]. Die
Inzidenzen von Hodentumoren sind seit 1980 in vielen Landern stetig gestiegen (Abbildung
1.1 A). In den letzten Jahren konnte in einigen Landern mit hohen Inzidenzen jedoch eine
Stabilisierung der Raten beobachtet werden, so beispielsweise in Deutschland und Slowenien
(Abbildung 1.1 A). Der Grund fir diese Entwicklung und ob diese sich weiterhin fortsetzen

kann, oder ob eine Art Plateau der Inzidenzen erreicht ist, ist allerdings nicht bekannt [7].



Einleitung

KZT sind vor allem eine Erkrankung junger Manner, mit den hdchsten Inzidenzraten zwischen
20 und 40 Jahren (Abbildung 1.1 B). Im Folgenden werden vor allem Jungen und Manner im
Alter von 10 bis 39 Jahren diskutiert, da ab ca. 40 bis 45 Jahren die Inzidenzen flir die meisten
anderen Krebsarten (beispielsweise Brust-, Lungen-, Prostata-, Haut-, Darm- und Magenkrebs
mit Gber 1 Million neue Falle in 2020) stark zunehmen und die Inzidenzen der Hodentumoren
bei weitem Ubersteigen [6,8]. In dieser Altersgruppe junger Manner (10-39 Jahre) sind
Hodentumoren die nach Landern haufigste Krebserkrankung (meist-diagnostizierte Tumorart
in 62 Landern, Abbildung 1.1 C). Dabei sind Lander mit hohen Entwicklungsstand starker
betroffen als Lander mit niedrigem Entwicklungsstand (Abbildung 1.1 D). Nach Inzidenzzahlen
ist Leukamie die weltweit haufigste Tumorart junger Manner (10,3 % aller Tumordiagnosen),
dicht gefolgt von den Hodentumoren (9,5 %) (Abbildung 1.2 A). Am starksten betroffen sind
hier vor allem die amerikanischen Subkontinente und Europa, sowie Teile Asiens (Abbildung
1.2B). Manner mit afrikanischem Hintergrund erkranken deutlich seltener [9]. Im europaischen
Raum weisen vor allem die nordischen Lander Norwegen und Danemark hohe Inzidenzraten
auf (> 10), der Suden mit Spanien und Italien mit 3-6 Falle pro 100000 Manner eher niedrige
Inzidenzen [10] (Abbildung 1.1 A). Diese geographischen Unterschiede sind zum einen auf
genetische Faktoren aber auch auf exogene Einfllisse zurlickzuflhren, wie beispielsweise der
Exposition gegentber chemischen Substanzen mit dstrogenahnlicher Wirkung [9].

Die Heilungschancen sind jedoch bei frihzeitiger Behandlung sehr gut, was eine
vergleichsweise niedrige Mortalitatsrate von weniger als 10 % zur Folge hat (Abbildung 1.2 B,
C, D). Hier ist auffallig, dass in hdher entwickelten Landern deutlich weniger Patienten sterben
als in armeren Landern (Abbildung 1.1 D, Abbildung 1.2 D). In Europa ist ein Ost-West-Gefalle
zu beobachten, mit héherer Mortalitat in éstlichen Landern (Mortalitatsrate > 1) und niedrigerer
Mortalitat in westlichen Landern (Mortalitatsrate < 0,4) [10]. Dies lasst méglicherweise auf eine
bessere Aufklarung der Bevdlkerung tber diese Erkrankung, sowie eine bessere Versorgung
der Patienten schlieBen, was zu einer friheren Erkennung bei gleichzeitig besserer
Behandlung fiihrt und dadurch giinstigere Voraussetzungen fiir das Uberleben der Patienten
schafft.
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Abbildung 1.1: Die demographische Verteilung von Hodentumoren bei Mannern

A) Hodenkrebsinzidenzraten (alle Altersgruppen) verschiedener Lander als Vertreter aller Kontinente iber den
Zeitraum von 1980 bis 2010. Der Trend (grau) stellt den Durchschnitt aller dargestellten Lander dar. B) Nach
Diagnosealter aufgetrennte Hodenkrebsinzidenzraten verschiedener Lander. Die Datenerhebungen stammen aus
den Kollaborationsstandorten der |IACR (International Association of Cancer Registries): Australien, Brasilien
(Goiania), China (Harbin, HongKong, Jiashan, Shanghai, Zhongshan), Deutschland (Hamburg, Saarland), Indien
(Chennai), Israel, Japan (Fukui, Miyagi, Nagasaki, Osaka), Norwegen, Slowenien, Spanien (Albacete, Basque
Country, Canary Islands, Cuenca, Girona, Granada, Murcia, Navarra, Tarragona), Uganda (Kampala), USA
(Kalifornien, Los Angeles) Die Daten wurden der ClI5plus-Datenbank (aus dem Englischen ,Cancer Incidence in 5
Continents”) entnommen (https://ci5.iarc.fr/Cl5plus/Pages/online.aspx). C) Farbkodierte Darstellung der haufigsten
Tumorerkrankung je Land anhand der geschatzten Inzidenzen im Jahr 2020 (Alter-Standardisierte Inzidenz). D)
Demographische Verteilung (Alter-Standardisiert) der Inzidenz- und Mortalitatsraten der haufigsten
Krebserkrankungen zwischen 10 und 39 Jahren mit Bezug auf den HDI (Index der menschlichen Entwicklung, aus
dem Englischen ,human development index*). Die Abbildungen wurden mithilfe des Cancer Today-Tools der
Globocan (Global Cancer Observatory) Website erstellt (https://gco.iarc.fr/today).
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Abbildung 1.2: Hodenkrebs ist eine der haufigsten Krebserkrankungen junger Manner

A) Geschatzte Anzahl neuer Krebserkrankungen weltweit im Jahr 2020 bei Mannern zwischen 10 und 39 Jahren.
B) Geschatzte Anzahl neuer Hodentumorerkrankungen im Jahr 2020 unterteilt nach Weltregion. C) Geschatzte
Anzahl krebsbezogener Todesfalle weltweit im Jahr 2020 bei Mannern zwischen 10 und 39 Jahren. D) Geschatzte
Anzahl der Todesfalle durch Hodentumorerkrankungen im Jahr 2020 unterteilt nach Weltregion. Die untersuchten
Krebsarten in A, und C beinhalten: Blase, Gehirn und ZNS (Zentrales Nervensystem, Lippe und Mundhéhle,
Osophagus, Nasopharynx, Larynx, Kehlkopf, Oropharynx, Hypopharynx, Speicheldriise, Schilddriise, Lunge,
Magen, Bauchspeicheldriise, Gallenblase, Leber, Niere, Kolorektale Tumorerkrankungen (Dinndarm, Dickdarm,
Rektum), Prostata, Mesotheliom, Penis, Hoden, Hodgkin-Lymphom, Non-Hodgkin-Lymphom, Leukémie, Multiples
Myelom, Kaposi-Sarkom, Haut-Melanom und Nicht-melanotischer Hautkrebs. Die Weltregionen in C und E sind
untereilt in Nordamerika, Mittelamerika, Karibik, Stidamerika, Nordeuropa, Mittel- und Osteuropa, Siideuropa,
Westeuropa, Nordafrika, Ostafrika, Zentralafrika, Sldafrika, Westafrika, Ostasien, Slidostasien, Siid- und
Zentralasien, Westasien, Australien und Neuseeland, Melanesien, Polynesien und Mikronesien. Die Abbildungen
wurden mithilfe des Cancer Today-Tools der Globocan (Global Cancer Observatory) Website erstellt
(https://gco.iarc.fritoday).

1.1.3. Risikofaktoren bei Keimzelltumoren

Da die Ursachen der KZT-Entstehung noch nicht vollstdndig geklart sind, basieren die
klinischen Risikofaktoren vornehmlich auf epidemiologischen Studien [11].

Der bekannteste Risikofaktor ist eine Lageanomalie des Hodens, der Hodenhochstand, auch
Kryptorchismus oder Maldeszensus testis genannt, bei dem das gleichzeitige Auftreten eines
KZT mit einem relativem Risiko von 2,9 % angegeben wird [12]. Das relative Risiko beschreibt
in der Epidemiologie das Erkrankungsrisiko von exponierten zu nicht-exponierten Individuen
und damit die Wahrscheinlichkeit eher mit einem bestimmten Risikofaktor zu erkranken als

ohne. Es ist noch nicht endguiltig geklart, ob eine friihzeitige Operation der Lageanomalie vor
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Auftreten eines KZT schitzt. Es gibt jedoch Studien, die darauf hinweisen, dass eine friihe
Korrektur im Kindesalter (mit dem gré3ten Erfolg wahrend des ersten Lebensjahrs) das Risiko
mindert [13,14].

Familiare Haufungen von KZT stellen einen weiteren Risikofaktor dar. Eine norwegische
Studie ermittelte ein relatives Risiko fur eine KZT-Erkrankung von 2 % bei Erkrankung des
Vaters und 4,1 % bei Erkrankung des Bruders (20 % bei Zwillingen) [15]. Es wird eine
autosomal rezessive Vererbung vermutet, mit der Verdnderung einzelner Basenpaare welche
unter anderem in den Genen KITLG, SPRY4, BAK1 und PDE11A identifiziert werden konnten.
Gonosomal spielt die gr/gr Deletion des Y-Chromosoms eine Rolle. Die auch im
Zusammenhang mit Infertilitdt erwahnte gr/gr Deletion ist eine ca. 1,6 Megabasenpaar grol3e
Deletion in der Azoospermie Faktor Region ¢ (AZFc), welche Gene enthalt, die an der
Spermienbildung beteiligt sind [16].

Ein weiterer Risikofaktor, der auch oft im Zusammenhang mit Kryptorchismus auftritt, ist
Infertilitat. Vor allem Manner, deren Infertilitdt auf den sogenannten ,mannlichen Faktor*
zurlckzufihren ist, sind betroffen [17]. Der ,mannliche Faktor“ beinhaltet die Fehlbildung von
Spermien durch Deformierung oder eingeschrankte Mobilitat, sowie generell niedrige
Spermienproduktion. Das relative Risiko fur eine KZT-Erkrankung betragt 2,8 % [11].
Kontrovers diskutiert wird die Mikrolithiasis testis (MLT) als Risikofaktor fir KZT. MLT ist das
Auftreten von Kalkeinlagerungen im Hoden, welches aber selbst keinen Krankheitswert
besitzt. Auffallig war das simultane Auftreten von MLT bei KZT-Diagnosen (relatives Risiko
8,5 %) [18], allerdings kann dabei das MLT-Erscheinungsbild auch durch die KZT-Erkrankung
verursacht werden. In einer gro3en Studie von Patel wurden neu diagnostizierte MLT-
Patienten (n = 442) Uber einen Zeitraum von ca. 2 Jahren beobachtet, von denen lediglich 2
Patienten (0,5 %) einen KZT entwickelten [19]. Bei diesen Patienten waren jedoch zusatzliche
Risikofaktoren vorhanden (KZT-Vorerkrankung bzw. Hodenatrophie).

Als hdchster Risikofaktor gilt die bereits auf einer Seite des Hodens aufgetretene KZT-
Erkrankung. Das relative Risiko fur die Entwicklung eines Zweittumors auf der Gegenseite liegt
bei ca. 25 % [11,20,21].

Die Theorie des ,testikularen Dysgenesie-Syndroms* (TDS) ist eine Hypothese, die versucht
eine gemeinsame Erklarung fir eine Vielzahl von Erkrankungen des mannlichen
Reproduktionssystems zu finden. TDS umfasst dabei als zugrundeliegende Erkrankung das
Auftreten von Fehlentwicklungen wie Kryptorchismus und Hypospadie, Stérungen der
Spermatogenese (Infertilitat), sowie histopathologische Veranderungen von Keimzellen bis zur
GCNIS, welche zur Entstehung von KZT flhren kénnen [22]. Die Grundlage dieser Theorie ist
dabei das Auftreten gemeinsamer Risikofaktoren dieser Erscheinungsbilder bzw.
Manifestationen. Diese Theorie wird durch epidemiologische Studien allerdings nur wenig

gestitzt, da Evidenzen und Kausalitat zwischen TDS und KZT fehlen [23].



Einleitung

1.1.4. TNM-Stadieneinteilung und prognostische IGCCCG-Einteilung

KZT werden nach dem TNM-System (Tumor, Nodus (Lymphknoten), Metastasen) in
verschiedene Stadien eingeteilt [21]. Die Einteilung erfolgt dabei nach der Ausdehnung des
Primartumors, dem Befall von Lymphknoten und dem Vorhandensein von Metastasen (Tabelle
1.1) [24]. Das TNM-System wurde von der internationalen Vereinigung gegen Krebs (UICC,
aus dem Franzdsischen ,union internationale contre le cancer”) erstellt und soll vor allem
Klinikern bei der Behandlungsplanung helfen und Prognosen liefern. Zusatzlich liefert es eine
internationale  Vereinheitlichung, = welche den Informationsaustausch  zwischen
Behandlungszentren erleichtert. Die Einteilung erfolgt dabei meist nach pathologischem
Befund des befallenen Hodens und umliegender Lymphknoten. Zusatzlich werden Blutserum-

Marker zu Rate gezogen.

Tabelle 1.1: TNM-Stadieneinteilung bei KZT
Serumtumormarker Grenzwerte flir Bereich ,erhdht: LDH (Laktatdehydrogenase) 1.5-10 x N, wobei N die obere

Grenze des Normwertes fur LDH ist. BhCG (humanes B-Choriongonadotropin): 5000-50000 [IU/l], AFP (Alpha-
Fetoprotein): 1000-10000 [ng/ml]. Bei ,leicht erhéht” liegen die Werte unter den angegebenen Bereichen, bei ,stark
erhoht” daruber. Nach der Leitlinie zur Therapie von KZT [21].

Stadium Beschreibung

0 GCNIS
Tumor begrenzt auf Hoden, ohne Lymphknotenbefall, keine Metastasen, Serumtumormarker
nicht erhdht
Invasion in umliegendes Gewebe, ohne Lymphknotenbefall, keine Metastasen,
Serumtumormarker nicht erhoht
Tumor mit/ohne Invasion in umliegendes Gewebe, ohne Lymphknotenbefall, keine
Metastasen, Mindestens ein Serumtumormarker (leicht) erhéht
Tumor mit/ohne Invasion in umliegendes Gewebe, Lymphknotenkonglomerat < 2 cm, keine
Metastasen, Serumtumormarker nicht erhoht
Tumor mit/ohne Invasion in umliegendes Gewebe, Lymphknotenkonglomerat 2-5 cm, keine
Metastasen, Serumtumormarker nicht erhoht
Tumor mit/ohne Invasion in umliegendes Gewebe, Lymphknotenkonglomerat > 5 cm, keine
Metastasen, Serumtumormarker nicht erhoht
Tumor mit/ohne Invasion in umliegendes Gewebe, mit/ohne Lymphknotenkonglomerat,
Metastasen in entfernten Lymphknoten oder Lunge, Serumtumormarker nicht/leicht erhéht
Tumor mit/ohne Invasion in umliegendes Gewebe, Lymphknotenkonglomerat vorhanden,
keine Metastasen, mindestens ein Serumtumormarker erhoht
Tumor mit/ohne Invasion in umliegendes Gewebe, mit/ohne Lymphknotenkonglomerat,
Metastasen in entfernten Lymphknoten oder Lunge, mindestens ein Serumtumormarker erhéht
I Tumor mit/ohne Invasion in umliegendes Gewebe, Lymphknotenkonglomerat vorhanden,
keine Metastasen, mindestens ein Serumtumormarker stark erhoht
Tumor mit/ohne Invasion in umliegendes Gewebe, mit/ohne Lymphknotenkonglomerat,
lnc Metastasen in entfernten Lymphknoten oder Lunge, mindestens ein Serumtumormarker stark
erhoht
Tumor mit/ohne Invasion in umliegendes Gewebe, mit/ohne Lymphknotenkonglomerat,
andere Metastasen, Serumtumormarker nicht/leicht erhoht/erhoht

A

Il 1B

Ic

A

1B

Die Uberlebenschancen bei KZT werden nach dem Klassifizierungssystem einer kooperativen,
internationalen KZT-Forschergruppe kurz: IGCCCG (aus dem Englischen ,international germ

cell cancer cooperative group*) bestimmt (Tabelle 1.2) [25]. Rezidive von Stadium |-Tumoren
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sind fast immer der guten Prognosegruppe zuzuordnen. Ein Drittel der Patienten mit
metastasiertem Tumor entwickelt ein erneutes Rezidiv, die Einteilung erfolgt hier ahnlich zum

primar metastasierten Tumor nach IGCCCG.

Tabelle 1.2: IGCCCG-Klassifizierung von KZT
LDH: Laktatdehydrogenase, N: obere Grenze des Normwertes fur LDH, BhCG: humanes -Choriongonadotropin,

AFP: Alpha-Fetoprotein. Nach der Leitlinie zur Therapie von KZT [21].

Alle folgenden Kriterien:

* Primartumor Hoden/ retro-peritoneal

 Keine extrapulmonalen viszeralen Metastasen
* AFP < 1,000 ng/ml

* BHCG < 5,000 U/l

*LDH<15xN

Alle folgenden Kriterien:

+ Jede Primartumorlokalisation

* Keine extrapulmonalen viszeralen Metastasen
* Normale AFP-Werte

* Alle BHCG-Werte

* Alle LDH-Werte

Primartumor Hoden/ retroperitoneal

* Keine extrapulmonalen viszeralen Metastasen
Eines der folgenden Kriterien:

« AFP 1,000 - 10,000 ng/ml

* BhCG 5,000 - 50,000 U/

Intermediére Prognose *LDH1.5-10xN

Alle der folgenden Kriterien:

» extrapulmonale viszerale Metastasen

SE (10% der Falle) | < Normale AFP-Werte

* Alle BhCG -Werte

* Alle LDH-Werte

(Mindestens) eines der folgenden Kriterien:

* primar mediastinal

« extrapulmonale viszerale Metastasen

* AFP > 10,000 ng/ml

* BhCG > 50,000 IU/I

«LDH>10xN

NSE (56% der Falle)

Gute Prognose

SE (90% der Falle)

NSE (28% der Félle)

Schlechte Prognose NSE (16% der Félle)

1.1.5. Etablierte Therapiemethoden bei KZT

Die Behandlungsmdglichkeiten bei KZT sind, zuséatzlich zu einer aktiven Uberwachung des
Tumors, die operative Entfernung des betroffenen Hodens und naher Lymphknoten, eine
Strahlentherapie, sowie eine Chemotherapie mit Carboplatin oder einer Kombination aus
Bleomycin, Etoposid und Cisplatin (BEP) [21]. Cisplatin ist ein Zytostatikum, welches eine
Quervernetzung der DNA verursacht, wodurch die Replikation gehemmt wird [26]. Etoposid,
ebenfalls den Zytostatika zugehorig, ist ein Topoisomerase-ll-Inhibitor, der somit die
Transkription stort [27]. Bleomycin wirkt zytotoxisch, indem es durch die Komplexierung von
Eisenionen mithilfe von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, aus dem Englischen ,reactive
oxygen species”) zu DNA-Strangbrichen fuhrt [28].

Falls eine Kontraindikation fir Bleomycin besteht, kann auch nur mit Etoposid und Cisplatin

(EP) bei verlangerter Therapiedauer gegeben werden. Alternativ kann statt Bleomycin
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Ifosfamid in Kombination mit Cisplatin und Etoposid (PEI) verwendet werden [21]. Ein BEP-
Zyklus besteht aus 22 Tagen wobei an den Tagen 1-5 jeweils 20 mg/m? Cisplatin und
75-100 mg/m? Etoposid und an Tag 1, 8 und 15 je 30 mg Bleomycin verabreicht werden. Die
Behandlung nach EP-Schema umfasst ebenfalls 22 Tage mit 100 mg/m? Etoposid und
20 mg/m? Cisplatin an den Tagen 1-5. Bei der PEI-Therapie werden zusatzlich an denselben
Tagen 1200 mg/m? Ifosfamid gegeben [21].

Bei KZT-Patienten liegt ein hohes Risiko fiir eine adjuvante Ubertherapie vor, weswegen im
Vorfeld der Behandlung eine Risikoadaption auf Basis prognostischer Faktoren erfolgt, welche
die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs vorhersagen [21]. Dies ist nétig, da mehr als die Halfte
der Patienten auch ohne adjuvante Therapie Rezidiv-frei bleibt und eine Uberdosierung
aufgrund des jungen Alters der Patienten vermehrt zu therapiebedingten Folgeerkrankungen
fuhren kann. Die Behandlungsstrategie wird immer individuell an den Patienten und dessen
Krankheitsmerkmale angepasst. Hier dargestellt sind die Behandlungsempfehlungen nach der
deutschen Leitlinie [21].

Die KZT des Mannes kénnen auch auf3erhalb des Hodens auftreten, zur Vereinfachung wird
im Folgenden jedoch hauptséachlich die Behandlung bei Auftreten im Hoden beschrieben. Bei
vorliegender GCNIS (Stadium 0) kann zunachst auf eine Behandlung verzichtet werden und
nur eine aktive Uberwachung der GCNIS erfolgen, was vor allem bei Mannern mit noch nicht
abgeschlossener Familienplanung durchgefuhrt wird [29,30]. Als Behandlung werden des
Weiteren eine Entfernung des betreffenden Hoden (Ablatio testis) und eine lokale
Strahlentherapie empfohlen [31]. Eine Chemotherapie wird bei GCNIS aufgrund der
geringeren Teilungsrate der Vorlauferlasion nicht empfohlen, da die Zellen dadurch weniger
auf die Therapie ansprechen und sich bei unvollstandiger Eradikation trotzdem zu einem
Tumor entwickeln kénnen [31].

Bei SE im klinischen Stadium | (70-80 % aller Seminome) empfiehlt sich die Ablatio testis, was
in den meisten Fallen flr eine Heilung ausreichend ist [21]. Da in einigen Fallen jedoch eine
unerkannte Metastasierung zum Diagnosezeitpunkt vorliegt, erfolgt im Anschluss an die
Operation eine Uberwachung mit kurativer Therapie bei Auftreten eines Rezidivs. Die
Wahrscheinlichkeit fir eine Metastasierung korreliert dabei positiv mit der Grolie des SE. Bei
einer Grofle von weniger als 4 cm ist das Vorhandensein einer Metastasierung minimal und
die Uberwachungsstrategie wird bevorzugt [32,33]. Bei gréReren SE kénnen auch ein- oder
zwei Zyklen Chemotherapie (Carboplatin), sowie eine Strahlentherapie des Retroperitoneums
erfolgen [34]. NSE im Stadium | werden nach der Ablatio testis in eine Niedrig- und eine Hoch-
Risikogruppe unterteilt, welche anhand verschiedener Faktoren wie der Zellteilungsrate und
EC-Anteil entschieden werden [21]. Bei niedrigem Risiko wird zunéchst eine Uberwachung
bevorzugt, bei hohem Risiko kann in Absprache mit dem Patienten auch zunachst eine

Uberwachung erfolgen oder eine Therapie mit einem Zyklus BEP [35,36]. Alternativ kann hier
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in spezialisierten Zentren eine nervenschonende primare retroperitoneale Lymphadenektomie
(RLA) erfolgen [37].

SE im Stadium IIA und 1IB werden mit Strahlentherapie (1A 30 Gy, |IB 36 Gy) oder drei Zyklen
BEP behandelt [21,38]. Stadium [IA/IIB NSE werden anhand ihrer IGCCCG Prognosegruppe
mit drei (gute Prognose) bis vier (intermediare Prognose) Zyklen BEP behandelt. Bei Auftreten
eines Residualtumors soll dieser operativ entfernt werden [39,40]. Bei Abwesenheit von
Serumtumormarkern wird bei Stadium 1IA NSE eine RLA mit nachfolgender Uberwachung
bevorzugt [39,40].

KZT im Stadium IIC oder lll werden fast immer mit einer BEP-Chemotherapie behandelt. Bei
guter Prognose erfolgt die Behandlung sowohl bei SE als auch NSE mit drei, bei intermediarer
Prognose mit vier Zyklen BEP [21,41-43]. Bei schlechter Prognose wird ebenfalls eine
Therapie mit vier Zyklen BEP empfohlen, welche gegebenenfalls intensiviert werden kann [21].
Obwohl die Behandlungen meist gute Prognosen schaffen, liegt das Risiko eines Rezidivs
nach initialem Stadium | bei 9-15 % bei SE und 19 % bei NSE [21]. Diese Rezidive treten in
der Regel innerhalb der ersten drei Jahre nach initialer Therapie auf und sind meist auf nicht
entdeckten Lymphknotenbefall zurtickzufiihren. Da im klinischen Stadium | selten bereits
chemotherapeutisch behandelt wurde, stehen die Heilungschancen sehr gut [21].

Bei initial bereits metastasiertem Tumor tritt bei ca. einem Drittel der Patienten ein Rezidiv auf
[21]. Diese Patienten erhalten eine sogenannte Salvage-Therapie mit einer hochdosierten
Chemotherapie. Als Salvage-Therapie, oder ,Rettungstherapie® werden diejenigen
Therapieformen  bezeichnet, die verabreicht werden, nachdem die gangigen
Behandlungsformen ausgeschopft sind und nicht angeschlagen haben. Diese Therapien sind
haufig hoch dosiert und weisen mehr Nebeneffekte auf. Das 3-Jahres Gesamtiiberleben nach
einer Salvage-Therapie mit Cisplatin, Ifosfamid und Paclitaxel liegt dabei je nach Studie
zwischen 52 % und 66 %, wobei das 1-Jahres progressionsfreie Uberleben nur ca. 38 %
betragt [44,45]. Bei fortbestehender Tumorbelastung stehen die Chancen auf ein Ansprechen
einer zweiten oder nachfolgenden Salvage-Therapie meist schlecht, da hier haufig eine
Resistenz gegen die Cisplatin-basierte Chemotherapie auftritt [21,46]. Die Datenlage tber den
Erfolg nachfolgender Salvage-Therapien ist sehr gering, da aufgrund der Seltenheit der
Erkrankung randomisierte Studien fehlen.

Die KZT-Therapie fuhrt jedoch auch zu akuten Toxizitaten in anderen Organen und kann zu
Problemen fihren. Dazu gehoren kardiovaskulare Toxizitaten wie Bluthochdruck,
Hypercholesterinamie, Infarkte und thromboembolische Ereignisse, die als akute Symptome
direkt auf die Behandlung zurtickzufiihren sind [47,48].

Zu den Langzeit- oder Spattoxizitaten, welche Uber mehr als 12 Monate bestehen oder erst
Jahre spater auftreten, zahlen Infertilitdt oder eingeschrankte Fertilitat (30 % der Patienten).

In diesem Zusammenhang kann es auch zu Ejakulationsstérungen, Erektions- und
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Libidostérungen und Hypogonadismus kommen, welche durch eine unzureichende
Testosteronproduktion aufgrund eines fehlenden Hodens verursacht werden. Dadurch kann
es zusatzlich zu einer Abnahme der Muskel- bei gleichzeitiger Zunahme der Fettmasse
kommen. Auch Insulinresistenz, Fettstoffwechselstérungen, Osteopenie, Anamie und
Stimmungsveranderungen sind moglich, was sich vor allem auf das psychische und physische
Wohlbefinden der Patienten auswirken kann [49].

Da es sich meist um junge Patienten handelt, spielen auch Sekundarmalignome eine Rolle,
die in der Regel nach ca. zehn Jahren in der Nahe des Therapiefeldes (Darm, Magen,
Pankreas, Blase und Harnwege) auftreten [50]. Das relative Risiko flir einen soliden
Sekundartumor liegt bei etwa 40 % [51]. Auch das Risiko fir die Entwicklung einer Leukamie,
hauptsachlich akute myeloische Leukamie mit schlechter Prognose, ist nach einer Behandlung
mit Cisplatin und Etoposid erhoht (relatives Risiko 1,6 %) [52]. Das relative Risiko an
Infektionen oder pulmonalen Komplikationen zu sterben ist ebenfalls héher und liegt bei
2,48 % bzw. 2,53 % [47].

Sowohl akut- als auch langzeittoxisch kdbnnen Neuro- Oto- und Nephrotoxizitaten sowie
Fatigue auftreten [53,54].

1.1.6. Die Entwicklung der Keimzellen

Keimzellen bilden die Grundlage der geschlechtlichen Fortpflanzung, da sich aus ihnen die
Gameten entwickeln: die Eizellen und Spermatozoen. Die Spezifikation der urspriinglichen
Keimzellen (PGC, aus dem Englischen ,primordial germ cell”) erfolgt bereits friih in der
embryonalen Entwicklung. Die PGCs entstehen zunachst in der posterioren Region des
Epiblasten und migrieren zu den sich entwickelnden Gonaden in den Genitalleisten. Dort
differenzieren sie entweder zu Spermatogonien den Vorlaufern der Spermien (mannlich) oder
Oogonien, den Vorlaufern der Eizellen (weiblich).

Im Menschen beginnt die Entwicklung der PGC ungefahr in der zweiten bis dritten Woche nach
der Befruchtung (Oogamie) [55-57]. Zu diesem Zeitpunkt hat sich aus der Zygote bereits die
bilaminare embryonische Scheibe entwickelt. Durch Signalwege des extraembryonalen
Gewebes wird in einigen Epiblasten in der Mitte der posterioren Region die
Keimzellentwicklung induziert. Als Teil der Signalwege, welche die PGC-Spezifizierung
einleiten, wurden BMP, NODAL und WNT-Signalwege identifiziert [58,59]. Weitere wichtige
Faktoren der Spezifizierung und Marker der Keimzellen sind PRMD1, TNAP, NANOG, OCT4,
KIT, DAZL, DDX4, TFAP2 und SOX17 [58,60—68]. Sie sorgen fir den Pluripotenzcharakter
der PGC und eine Unterdriickung der somatischen Linie [69,70]. Wahrend der Migration zur
Genitalleiste, geleitet durch Chemokingradienten (CXCL12, KITLG) und Nervenfasern [55],
durchlaufen die PGC einen Prozess der sich Reprogrammierung nennt. Dabei werden

samtliche epigenetische Marker, wie z.B. die DNA-Methylierung aus dem Genom entfernt, um
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einen totipotenten Status herzustellen [71]. Ist dieser Status des genetischen Reset erreicht
folgt die rapide remethylierung der DNA und Etablierung der parentalen Imprints, den
epigenetisch vererbbaren Eigenschaften, und dadurch die Entstehung der Gonozyten [55].

Diese bilden schlieRlich die Vorlaufer der Spermatogonien und Oogonien.

1.1.7. M6gliche Entartungswege von Keimzellen

Die Entstehung von KZT ist noch nicht endgultig geklart. Man vermutet jedoch eine Entartung
der Keimzellen bereits wahrend der embryonalen Entwicklung [72]. Aufgrund des Fehlens
eines Tiermodells, sowie aufgrund der Seltenheit der Erkrankung gestaltet sich die Forschung
nach der Ursache der Entstehung von Keimzelltumoren als schwierig und kann lediglich auf
epidemiologischen Studien und Zellkultur-basierter Forschung aufbauen [11]. Das Fehlen
eines Tiermodells wird vor allem durch den Knockout einzelner Gene in Mausen kompensiert,
indem die Folgen des funktionellen Verlusts einzelner Gene studiert werden. So konnte in
Prdm1 Knockout-Studien (Cre/loxP-System) gezeigt werden, dass bei Verlust von Prdm1
keine Repression der somatischen Gene mehr stattfindet und PGC-spezifische Gene nicht
korrekt exprimiert werden [60,73]. Bei einem Knockout von Prdm14 wird der Pluripotenzmarker
Sox2 nicht exprimiert, die Repression somatischer Gene bleibt aber intakt [74]. Prdm1 ist daher
hauptsachlich fir die Unterdriickung der somatischen Linie zustandig, wahrend Prdm14 eine
wichtige Rolle als sequenzspezifischer Regulator der Transkription von Pluripotenzfaktoren
spielt [63,75].

Ein Problem bei Mausversuchen, welche die embryonale Entwicklung betrachten, sind die
vorhandenen Unterschiede zur menschlichen Embryogenese. So beruht die murine
Keimzellentwicklung auf SOX2 als Pluripotenztranskriptionsfaktor, wohingegen im humanen
Embryo SOX17 diese Rolle einnimmt. Die Zielgene zwischen beiden Transkriptionsfaktoren
sind teilweise Uberlappend, da sich die DNA-Bindemotive sehr ahneln [76]. Jostes et al.
konnten die verschiedenen Rollen von SOX2 und SOX17 im Transkriptionsfaktorkomplex mit
OCT4 definieren. Chromatin-Immunprazipitation-Sequenzierungen (ChlP-Seq) zeigten, dass
die Uberlappenden Zielgene von SOX2 und SOX17, relevante Pluripotenzgene wahrend der
Keimzellentwicklung darstellen, darunter NANOG, OTX2, PIM1/2, PRDM14, DPPA4, TDGF1,
LIN28A, und TRIM71 [77]. Allerdings gibt es eine Reihe von Pluripotenzfaktoren, welche
ausschlie3lich von SOX2, nicht aber SOX17 reguliert werden: GDF3, LEFTY2, SALL4, TP53
sowie SOX2 und OCT4 selbst [77]. Diese Gene sind wichtige Faktoren in embryonalen
Stammzellen. Obwohl humane PGC keine SOX2 Expression aufweisen, sind sie latent
pluripotent ohne jedoch spontan differenzieren zu kénnen [78,79]. Latente Pluripotenz
beschreibt eine unterdriickte Form der Pluripotenz, die in PGC vermutet wird, da die
Pluripotenzfaktoren OCT4, NANOG und LIN28 vorhanden sind, die Zellen jedoch nicht die

Fahigkeit besitzen sich wie naive pluripotente Zellen in alle drei Keimblatter zu differenzieren
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[80]. Ein Beispiel fur diese latente Pluripotenz ist in den KZT-Subtypen zu finden. SE, welche
den PGC sehr ahnlich sind, exprimieren SOX177, wohingegen EC, welche stark den
embryonalen Stammzellen ahneln, SOX2 exprimieren [81]. Letztere besitzen die Fahigkeit zu
differenzieren, wodurch TE, CC und YST entstehen konnen. Interessanterweise entwickelten
sich TCam-2-Zellen (SE), welche in der murinen Flanke xenotransplantiert wurden durch
Reprogrammierung zu EC. Dabei wurde durch das die Zellen umgebende Mikromilieu der
BMP-Signalweg gehemmt und somit die Expression von SOX2 hochreguliert, bei zeitgleicher
Herabregulierung von SOX17 [82]. Ein CRISPR/Cas9-vermittelter Knockout von SOX17 in der
SE-Zelllinie TCam-2 fuhrte zur Herabregulation von Keimzell- und Pluripotenzfaktoren unter
Zellkulturbedingungen, welcher nicht durch SOX2 revidiert werden konnte [79], was auf den
noétigen Einfluss des Mikromilieus schlief3en Iasst. Die Xenotransplantation von CRISPR/Cas9-
vermittelten SOX2-Knockout-TCam-2-Zellen flhrte nicht zu einer Reprogrammierung in ein
EC, sondern zu Zellen, welche stark den in vitro kultivierten TCam-2-Zellen dhnelten [83]. Dies
bedeutet, dass die Unterdriickung der SOX2-Expression und das Umfeld der PGC eine
wichtige Rolle bei der Entwicklung von KZT spielen.

Auch die bereits erwahnte TDS-Theorie von Skakkebeak et al. sieht den Ursprung der
Urogenitaltrakt-Erkrankungen und entarteten Keimzellen in einem veranderten Mikromilieu
wahrend der frihen embryonalen Entwicklung [22,84]. Das Mikromilieu im Hoden wird vor
allem durch Sertoli- und Leydigzellen etabliert [57]. Die Aufgabe des Mikromilieus ist es
Chemokine (z.B. CXCL12) zu produzieren um Uber den zugehoérigen Rezeptor CXCR4 die
PGC-Migration und deren Wachstum zu unterstitzen [85,86]. In ca. 25 % der KZT-Patienten
sind histologische Veranderungen in ebendiesen Mikromilieu-Zellen (Sertoli- und Leydig-) zu
finden [87]. Nach einer Theorie von Sonne et al. sind die veranderten Mikromilieuzellen jedoch
nicht fir die fehlgeleitete Spezifizierung der PGC verantwortlich, also der eigentlichen
Entstehung von GCNIS. Nach seiner Theorie fehlen in dem aberranten Mikromilieu Signale,

welche bei bestehenden GCNIS Apoptose induzieren kénnten [88,89].

1.2. Die Epigenetik der KZT
1.2.1. Einfuhrung in die Epigenetik

Der Begriff Epigenetik, zusammengesetzt aus ,epi (£1i)“, altgriechisch fiir dazu/auerdem und
Genetik (Ableitung der altgriechischen Woérter ,genea (yeved)” fir Abstammung und ,génesis
(yéveoig)“ dem Ursprung) wurde 1942 von Conrad Waddington zunachst als Bezeichnung flr
das Studium der Zusammenhange zwischen Genotyp und Phanotyp eingefihrt [90,91]. 1987
definierte Robin Holliday den Begriff Genetik als Ubertragung von Eigenschaften von
Generation zu Generation, wohingegen die Epigenetik die Veranderungen der Genaktivitat
wahrend der Entwicklung eines Organismus beschreibt [92]. Spater pragte Holliday den

heutigen Begriff der Epigenetik, indem er die Theorie aufstellte, dass die Veranderung von
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Genexpression nicht nur wahrend der Entwicklung eines Organismus auftritt, sondern auch in
der adulten Phase [93].

Unter Epigenetik versteht man demnach die Veranderung von Genaktivitdt oder Funktion,
welche, unabhangig von der DNA-Sequenz, sowohl mitotisch als auch meiotisch vererbt
werden kann [94,95]. Epigenetische Mechanismen beinhalten unter anderem kovalente
Modifikationen von DNA und Histonen, Histonvarianten, Nukleosom-Positionierung entlang
der DNA und Interaktionen mit nicht-kodierenden RNAs (microRNA).

Der Fokus dieser Arbeit liegt dabei auf den kovalenten Modifikationen. Als Modifikationen der
DNA wird vor allem die Methylierung der finften Position von Cytosinen (5mC) in CpG
Dinukleotiden beschrieben (Abbildung 1.3). Etabliert werden die DNA-Methylierungen durch
die DNA-Methyltransferasen (DNMT) DNMT1, DNMT3A und DNMT3B. Der Grofteil der CpG
Dinukleotide im Genom ist methyliert. Diese Methylierungen kommen jedoch selten in
sogenannten CpG-Inseln vor, also Bereichen mit besonders hohem CpG Anteil. Diese nicht-
methylierten CpG-Inseln liegen vor allem in Promotorregionen [96-98]. 5mC DNA-
Methylierung ist mit der Repression der Transkription assoziiert. Ein bekanntes Beispiel ist die
Inaktivierung eines X-Chromosoms zur Dosiskompensation in weiblichen Saugetieren [99].
Neben 5mC gibt es auch die hydroxymethylierte Form 5hmC, welche die Vorstufe der aktiven
DNA-Demethylierung bildet [100,101] (Abbildung 1.3). Der weitere aktive Abbau erfolgt nach
zwei unterschiedlichen Wegen: entweder Gber den oxidativen Weg durch die TET-Enzyme mit
den Zwischenprodukten 5-Formylcytosin (5fC) und 5-Carboxylcytosin (5¢caC) oder durch
Deaminierung von 5hmC zu 5-Hydroxyuracil (5hmU) tiber die Deaminasen AID und Vertreter
der APOBEC-Familie (vornehmlich APOBEC3C). 5hmU wird dann Uber die Basenexzisions-
Reparatur (BER) ausgetauscht [102]. Die Endstufe der oxidativen Demethylierung 5caC wird
ebenfalls durch den BER-Mechanismus ausgetauscht, zusatzlich wurde hier jedoch die
Aktivitat einer noch unbekannten Decarboxylase identifiziert, die BER-unabhangig 5caC zu
Cytosin decarboxyliert [103]. Die passive DNA-Demethylierung erfolgt durch eine Ausdiinnung
der Methylmodifikationen Uber mehrere Replikationszyklen (Abbildung 1.3).
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Abbildung 1.3: Methylierung und Demethylierung der DNA (Cytosin)

DNA-Methylierung (blau) durch DNMT, passive DNA-Demethylierung durch Replikation (lila), aktive DNA-
Demethylierung durch Oxidation (griin) tGber TET-Enzyme, Austausch der Endstufe 5caC durch BER oder
Umwandlung in Cytosin durch eine (noch unbekannte) Decarboxylase (dunkelgriin). DNA-Demethylierung durch
Deaminierung Uber AID und APOBEC-Enzyme (orange), Austausch von T und 5hmU durch BER (rot). Abbildung
modifiziert nach [102].

Posttranslationale Modifikationen (PTM) von Histonen sind kleine Veranderungen an
Aminosauren und befinden sich meist im exponierten N-terminalen Ende der Histone, sind
jedoch auch an anderen exponierten Bereichen der Proteinsequenz zu finden. Die im Zuge
dieser Arbeit ndher beschriebenen Lysinreste kdénnen sowohl methyliert (Mono-, Di-,
Trimethyllysin), acetyliert als auch ubiquitiniert werden (Abbildung 1.4). Es gibt jedoch auch
Methylierungen an Argininresten als Monomethylierung und symmetrische oder

asymmetrische Dimethylierung, sowie Phosphorylierung an Tyrosin- und Threoninresten,
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welche vor allem im Zusammenhang mit DNA-Schaden und damit einhergehenden

Reparaturmechanismen bekannt sind [104].
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Abbildung 1.4: Das Nukleosom mit posttranslationalen Histonmodifikationen

Dargestellt sind die vier verschiedenen Nukleosomkomponenten H2A, H2B, H3 und H4. Die regulierenden
Modifikationen befinden sich liberwiegend an den Lysinen hier dargestellten exponierten N-Termini der Histone,
sowie dem C-Terminus von H2A. Dargestellt sind Methylierungen, die als Mono-, Di- und Trimethylierungen
vorkommen kénnen, sowie Acetylierung und Ubiquitinierung. Nicht dargestellt sind weiter innen liegende
Modifikationen, sowie Methylierungen von Arginin und Phosphorylierungen von Threonin und Tyrosin. Abbildung
modifiziert nach [105-107].

Histonmodifikationen haben je nach Art und Lage verschiedene Funktionen. So wird eine
Haufung von Histonacetylierung generell mit einer Aktivierung der Transkription assoziiert, da
die Acetylierung die positive Ladung der Lysinreste verringert und dadurch die Bindung zur
negativ geladenen DNA schwacht [108]. Am besten beschrieben ist hier die H3K27ac (Histon
3 mit Lysin 27 Acetylierung) als Marker fir aktive Promotoren und Enhancer
(Transkriptionsverstarker) [109,110]. Histonmethylierung hingegen kann je nach
Aminosaurerest und Grad der Methylierung (me1/me2/me3, mono-, di-, trimethyliert) sowohl
aktiv als auch repressiv auf die Transkription wirken. So gilt beispielsweise H3K9me2/me3 als
Marker fur Heterochromatin und Transkriptionsrepression [110,111]. H3K9me1 hingegen
wurde in der Nahe von Transkriptionsstartpunkten (TSS, aus dem Englischen ,transcription
start sites”) aktiver Gene gefunden [110,112]. H3K4me1 liegt vorwiegend in Enhancer-
Regionen vor und markiert in Kombination mit H3K27ac aktive Enhancer
(Transkriptionsverstarker), und mit H3K27me3 inaktive Enhancer [110]. Das Vorhandensein
einer bestimmten Modifikation reicht also meist nicht aus um eine Aktivierung oder Repression
der Transkription auszuldsen, sondern ist ein Zusammenspiel vieler verschiedener
Modifikationen, sowohl auf Histon- als auch auf DNA-Ebene [113].

Vermittelt werden diese epigenetischen Veranderungen durch Modifikationsenzyme, den
sogenannten Writer- und Eraser-Enzymen [114]. Writer (Schreiber) sind Enzyme, die
epigenetische Modifikationen anbringen wie DNMT und Histonmethyl- (HMT) und

Histonacetyltransferasen (HAT). Die Gegenstiicke dazu sind die Eraser (Loscher), welche die
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Modifikationen wieder entfernen wie DNA-Demethylasen (ADD, aktive DNA-Demethylase),
Histondemethylasen (HDM) und Histondeacetylasen (HDAC). Des Weiteren gibt es Reader
(Leser), welche die epigenetischen Modifikationen ablesen und weitere Enzyme oder
Transkriptionsfaktoren rekrutieren [114]. Es gibt Reader der DNA-Methylierung (PMDN,
Proteine, die an methylierte DNA binden), Histonmethylierung (PMH, Proteine, die an
methylierte Histone binden) und Histonacetylierung (PAH, Proteine, die an acetylierte Histone
binden). Zuséatzlich gibt es Chromatin-remodellierende Proteine oder auch ganze Komplexe,
welche meist aus mehreren Proteinen bestehen und in enger Zusammenarbeit mit bereits
bestehenden epigenetischen Modifikationen interagieren, sie selbst erweitern oder auch
andere epigenetische Modulatoren wie Writer, Eraser und Reader rekrutieren. Die Aufgaben
dieser Chromatin-Remodeler sind sehr weitreichend und beinhalten die transkriptionelle
Regulierung, sowie die Nukleosom-Platzierung und -Zusammensetzung durch den Austausch
von Histon-Varianten [115]. Unterteilt werden diese Remodeler in ATP-abhangige
Proteinfamilien wie SWI/SNF (switch/sucrose-non-fermenting), ISWI (imitation switch), CHD
(chromodomain-helicase-DNA binding) und INO80 (inositol requiring 80), sowie ATP-
unabhangige Komplexe wie PRC1 und PRC2 (polycomb-repressive complex 1 und 2)
[98,115]. Beide Komplexe dienen zur Unterdriickung der Transkription von Genen, PRC1
fungiert dabei als Ubiquitinligase und PRC2 als HMT [98].

Die epigenetische Regulierung der Genexpression ist ein essenzieller Bestandteil der
Entwicklung eines Organismus, sowie der Fahigkeit auf Umwelteinflisse zu reagieren [116].
Folglich kann eine fehlerhafte epigenetische Regulierung zur Entstehung von (tumordsen)

Erkrankungen beitragen [117,118].

1.2.2. Epigenetische Inhibitoren

Ein Merkmal von Tumoren ist haufig die UbermaRige Expression von Onkogenen. Die Nutzung
der ,epigenetischen Stilllegung® dieser Gene als therapeutisches Ziel ermdglichte das relativ
neue Feld der ,epigenetischen Therapie“ [117]. Die ersten epigenetisch wirkenden Agenzien
(Epi-Drugs), die fur diesen Zweck zum Einsatz kamen, waren sogenannte Nukleotid-Analoga
wie 5-Azacytidin oder Decitabin (Abbildung 1.5). Allerdings stand, wie haufig bei der
Entdeckung neuer medizinisch nutzbarer Stoffe, bei der Entdeckung dieser Agenzien zunachst
die zytotoxische Wirkung in Vordergrund. Eine geringe Modifikation der Pyrimidinbase Cytosin,
genauer das Ersetzen des Cs im Pyrimidin Ring durch Stickstoff, fuhrt dazu, dass diese
Analoga von den DNA-Polymerasen weiterhin erkannt und wahrend der Replikation in die DNA
eingebaut werden kénnen. 5-Azacytidin wurde bereits 1967 aufgrund seiner zytotoxischen
Eigenschaften in klinischen Studien zu Behandlung von akuter myeloischer Leukamie (AML)
getestet [119]. Die Aufklarung der (epigenetischen) Wirkweise von 5-Azacytidin als DNMTi
(i fr Inhibitor) folgte jedoch erst 1980 durch Jones et al. [120,121]. Hier wurde gezeigt, dass
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der nach Behandlung mit 5-Azacytidin neu synthetisierte DNA-Strang (welcher 5-Azacytidin
eingebaut hat) nicht methyliert wird. Dieser DNA-Demethylierungseffekt trat bereits bei
geringer Dosierung von 5-Azacytidin auf. Die Inhibition von DNMT1, DNMT3a und 3b erfolgt
durch die kovalente Bindung eines Cystein-Rests im aktiven Zentrum der DNMT an die
Nukleotidanaloga [122,123]. Die Analoga werden zwar methyliert, kdnnen jedoch nicht als
Produkt abgegeben werden. Diese Inaktivierung kann nur durch den proteasomalen Abbau
der DNMT-Inhibitor-DNA-Komplexe wieder aufgeldst werden [124].

NH, NH, NH,

| SN N| XN Nl)\N
HO N/KO HO k /& HO kN/Ko

N (0]
HO OH HO OH HO

Cytidin 5-Azacytidin Decitabin

Abbildung 1.5: Strukturformeln der ersten Epigenetischen Inhibitoren: DNMTi

Strukturformeln von Cytidin und dessen als DNMTi genutzten Analoga 5-Azacytidin und Decitabin. In beiden
Analoga wurde das Cs des Pyrimidinrings durch ein Stickstoffatom ersetzt. Durch die Ribose kann 5-Azacytidin
sowohl in DNA als auch in RNA eingebaut werden, Decitabin mit einer Desoxyribose-Zuckereinheit wird dagegen
nur in DNA-Strange inkludiert.

Auch die Entdeckung und Entwicklung der Inhibitoren von Histonmodifikatoren basierte
zunachst nur auf phéanotypischen Beobachtungen, ohne die (epigenetischen)
Wirkmechanismen zu kennen. Als erste Histonmodifikationen-betreffende Epi-Drug wurde
Vorinostat entwickelt: Basierend auf einer, durch die Behandlung mit Dimethylsulfoxid (DMSO)
ausgeldsten Differenzierung in murinen Erythroleuk&miezellen [125], entstand die Hypothese,
dass DMSO entweder durch Metallkomplexierung oder Wasserstoffbriickenbindungen an sein
noch unbekanntes Zielprotein bindet (Abbildung 1.6 A). Aufgrund dessen wurden
verschiedene Molekule entwickelt, die ahnliche molekulare Interaktionen eingehen konnten.
Dies fiihrte zunachst zur Synthese von Hexamethylamin-Bisacetamid (HMBA, Abbildung
1.6 B), was bereits in klinischen Studien zur Behandlung von AML eingesetzt, jedoch aufgrund
zu geringer Effizienz (Induktion von Differenzierung und Wachstumstopp) verworfen wurde
[126,127]. HMBA wurde von Richon et al. 1996 zu der 100-fach potenteren Suberoylanilide-
Hydroxamsaure (SAHA), auch als Vorinostat bekannt, weiterentwickelt (Abbildung 1.6 C)
[128]. Die Beschreibung der HDAC-Inhibition durch Vorinostat folgte 1998, als die strukturelle
Ahnlichkeit zu dem aus Streptomyces platensis isolierten Trichostatin A entdeckt wurde,
welches als ein small molecule inhibitor (aus dem Englischen: Inhibitor von geringer
molekularer GroRe) von ab dieser Zeit verfligbaren, isolierten HDAC-Enzymen identifiziert
wurde (Abbildung 1.6 C, D) [129,130]. Die HDAC-Inhibition durch Vorinostat und Trichostatin

A beruht auf der reversiblen Komplexierung des Zinkkations im aktiven Zentrum der HDAC
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durch die Hydroxamsaure-Gruppe [129]. Ziel der Inhibition sind damit alle metallbindenden
HDAC (panHDAC): Klasse | HDAC (HDAC1, 2, 3, und 8), Klasse lla (HDAC4, 5, 7 und 9) und
IIb (HDACG6 und 10), sowie Klasse IV (HDAC11), nicht inhibiert werden hingegen die Klasse
Il HDAC (Sirtuine), da diese NAD*- und nicht Metall-abhdngig agieren [131]. HDACI
Romidepsin inhibiert dagegen spezifisch Klasse | HDAC. Romidepsin wurde aus
Chromobacterium violaceum isoliert und ist strukturell deutlich von anderen HDACi wie
Vorinostat und Trichostat A zu unterscheiden (Abbildung 1.6 E) [132]. Romidepsin ist eine
sogenannte Pro-Drug. Der Inhibitor wird bei der Aufnahme in die Zellen zunachst an der
Disulfidbricke durch Glutathion reduziert (Abbildung 1.6 E) und dadurch erst aktiviert. Die
entstandene Sulfhydryl-Gruppe (Abbildung 1.6 F) bindet Uber eine Disulfidbriicke an den
Cysteinrest im aktiven Zentrum der HDAC und inhibiert diese dadurch [133,134].

Die vier Inhibitoren Azacytidin, Decitabin, Vorinostat und Romidepsin waren die ersten Epi-
Drugs die von der FDA (aus dem Englischen: ,Food and Drug Administration®, Standort USA)
zugelassen wurden. Die DNMTi sind bei Knochenmarkserkrankungen wie dem
myelodysplastischen Syndrom, chronische myelomonozytare Leukamie und AML im Einsatz
wohingegen die HDACi bisher nur bei kutanen, sowie peripheren T-Zell-Lymphomen als letzte
Therapieoption zugelassen sind [124]. Ein Problem dieser friihen Epi-Drugs ist die nicht
vorhandene Spezifitat fir eine bestimmte Isoform (z.B. nur Inhibition von DNMT1 und nicht
DNMT3) und damit die Mdglichkeit unerwiinschter Nebeneffekte zu vermeiden. Zudem weisen
diese Epi-Drugs erster Generation nur kurze Halbwertszeiten und geringe Bioverfligbarkeit
auf. Es wurde daher die Weiterentwicklung dieser Substanzen hin zu spezifischen Inhibitoren
mit verbesserten pharmakokinetischen Eigenschaften vorangetrieben.

Die sogenannte zweite Welle der Epi-Drugs weisen unter den DNMTi zwar verbesserte
pharmakokinetischen Profile auf, sind jedoch bisher nur in klinischen Studien getestet worden,
so beispielsweise CP-4200 mit verbesserter Bioverflgbarkeit [135] oder SGI-110
(Guadecitabin, als GcP-Analog), welches nicht als Substrat der Cytidindeaminase abgebaut
werden kann, was zu einer langeren Halbwertszeit fihrt [136]. Auch Inhibitoren, die keine
Nukleotidanaloga sondern S-Adenosylmethionin- (SAM)-Analoga sind, wurden entwickelt.
SAM ist der Co-Faktor, welcher als universeller Methyldonor fir Methyltransferasen dient. Die
Analoga blockieren ebenfalls das aktive Zentrum der DNMT durch eine Interaktion mit Lysin-
und Argininresten [137].

Auf Seiten der HDACi wurden bei Vorinostat-Analoga ebenfalls die pharmakokinetischen
Eigenschaften Bioverflgbarkeit und zu schnelle Verstoffwechslung optimiert und resultierte
unter anderem in Belinostat und Panobinostat, beide ebenfalls von der FDA zur Behandlung
von peripheren T-Zell-Lymphomen bzw. multiplen Myeloma zugelassen. Panobinostat wurde
als einziger HDACi auch in der EU ebenfalls zur Behandlung von multiplen Myeloma

zugelassen [124,138].
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Abbildung 1.6: Strukturformeln der ersten HDAC-Inhibitoren

A) DMSO (Dimethylsulfoxid), B) HMBA (Hexamethylamin-Bisacetamid), C) Vorinostat (SAHA), D) Trichostat A, In
Griin dargestellt ist die Hydroxamsauregruppe, welche das Zinkkation im aktiven Zentrum der HDAC reversibel
bindet und dadurch die Aktivitat inhibiert. E) Romidepsin. In Blau ist die Disulfidbriicke dargestellt, welche bei der
Aufnahme in die Zelle reduziert wird. F) Die dabei entstehende Sulfhydryl-Gruppe (Rot) interagiert mit dem
Cysteinrest im aktiven Zentrum der HDAC.

Im letzten Jahrzehnt wurden in der dritten Welle der Epi-Drugs die therapeutischen Ansatze
auch auf andere epigenetische Ziele neben HDAC und DNMT ausgeweitet. Ahnlich zu den
DNMT nutzen auch HMT den Methyl-Donor SAM als Substrat zur Methylierung von Histonen
(Abbildung 1.7 A). SAM-Analoga und SAM-imitierende Molekulle kommen also auch bei dieser
Enzymklasse als Inhibitoren in Frage. Die Spezifitat fur bestimmte Enzyme wird Uber kleine
Unterschiede in der Bindestelle des Co-Faktors SAM erreicht [124,139]. Der DOT1L-Inhibitor
Pinometostat kam als erster HMTi in klinischen Studien zur Behandlung von Leuk@mie zum
Einsatz (Abbildung 1.7 B) [140]. Ein weiterer SAM-imitierender Inhibitor, Tazemetostat (EZH2
Inhibitor), wurde von der FDA als erster HMTi zugelassen (Abbildung 1.7 C) [141].

Tazemetostat darf zur Behandlung von inoperablen epitheloiden Sarkomen eingesetzt werden
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und wird zudem in klinischen Studien der Phase Il zur Therapie von B-Zell-Lymphomen
untersucht [141,142].
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Abbildung 1.7: Epi-Drugs der dritten Generation
A) Co-Faktor von Methyltransferasen: S-Adenosylmethionin (SAM), SAM-imitierende HMTi: B) Pinometostat und
C) Tazemetostat, HDMi: D) Tranylcypromin und E) GSK2879552, PAHi: F) JQ1 und G) OTX015.

Bei den HDM sind vor allem Inhibitoren gegen KDM1A (LSD1) und KDM1B (LSDZ2) erforscht.
Tranylcypromin (Abbildung 1.7 D) und darauf basierende Inhibitoren wie GSK2879552
(Abbildung 1.7 E) werden derzeit in klinischen Studien zur Behandlung von AML, dem

myelodysplastischen  Syndrom und  kleinzelligen  Lungenkarzinomen  untersucht
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(ClinicalTrials.gov, Identifizierungsnummer NCT02717884, NCT02261779, NCT02034123,
NCT02929498, NCT02177812) [143]. Tranylcypromin ist sehr unspezifisch und wurde
urspringlich als irreversibler Inhibitor von Monoaminooxidasen (MAO), welche dieselbe
Aminooxidasedomane wie HDM besitzen, als Antidepressiva eingesetzt. Die Funktion des
Inhibitors beruht auf der Interaktion mit dem MAO- und HDM-Co-Faktor FAD (Flavin-Adenin-
Dinukleotid), welcher fir die Katalyse der Oxidationsreaktion nétig ist. Wahrend der
Oxidationsreaktion werden Elektronen und Protonen auf FAD Ubertragen und dabei die
Methylgruppe am Lysinrest des Substrats abgespalten. Bei dem Einsatz von Tranylcypromin
und Analoga wird dieses, anstelle des Substrats, kovalent Gber den Cyclopropanring an FAD
gebunden und inhibiert dadurch den FAD-HDM-Komplex irreversibel im aktiven Zentrum
[144,145]. Als erste epigenetische Reader wurden Bromodomanen (BRD) enthaltende
Proteine (PAH) pharmakologisch inhibiert. Im Fokus stehen hier vor allem die BET-Enzyme
(aus dem Englischen: ,bromo and extra terminal‘) BRD2, BRD3, BRD4 und BRDT, da sie an
der Regulation verschiedener Gene beteiligt sind, die in der Karzinogenese eine Rolle spielen.
Vor allem BRD4 ist in vielen Tumoren dereguliert, unter anderem Myeloma und Brustkrebs
[146,147]. Die Suche nach kleinen Molekilen, welche in der hydrophoben Bindetasche der
BET-Proteine angreifen, resultierte in Inhibitoren wie JQ1 oder OTX015. JQ1 (Abbildung 1.7 F)
wird in vielen praklinischen Studien und der Grundlagenforschung eingesetzt, ist jedoch fiir
die klinischen Anwendung aufgrund der kurzen Halbwertszeit nicht geeignet [148]. OTX015
(Abbildung 1.7 G) wird langsamer verstoffwechselt und wurde in klinischen Phase | Studien
zur Behandlung von multiplen Myelomen und verschiedenen Leukamien eingesetzt [149].

Neben den hier erwahnten Inhibitoren wird an einer Vielzahl von Epi-Drugs gegen nahezu
samtliche Vertreter der epigenetischen Eraser, Writer und Reader geforscht und deren
potential in der klinischen Anwendung getestet. Auch bereits bestehende Epi-Drugs werden
weiterhin verbessert, um entweder spezifischere Inhibitoren zu erhalten oder das
pharmakinetische Profil zu verbessern, wie die Halbwertszeit, Resorption, Bioverfligbarkeit
oder den Metabolismus der Epi-Drugs. Zusatzlich werden Kombinationen verschiedener
(epigenetischer) Inhibitoren untersucht, beispielsweise die Kombination von HDACi und
DNMTi, HDACi und PAHi aber auch in Kombination mit Immuntherapie oder mit bestehenden
Chemo- oder Bestrahlungstherapien [150-153]. Dabei sind eine Co-Behandlung mit den
beiden Therapeutika, aber auch Fusionsmolekile denkbar [154,155]. Im Fall der Kombination
mit etablierten Therapien ist vor allem die haufig beobachtete Resensitivierung nach
Resistenzentwicklung, zum Beispiel Cisplatin-Resistenz, bei der Behandlung von Tumoren

von Interesse [153].
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1.2.3. Stand der Forschung zur Epigenetik der Keimzelltumoren

KZT weisen eine relativ niedrige Mutationslast im Vergleich zu anderen urologischen
Tumorentitaten auf (Abbildung 1.8) [156,157]. Auch im Durchschnitt Gber 32 verschiedene
Tumorentitaten aus den TGCA-Studien (aus dem Englischen ,the genome cancer atlas” [158])
sind KZT weniger stark von Mutationen betroffen. Genmutationen als Treiber der KZT-
Pathogenese sind daher unwahrscheinlich, wodurch es einer alternativen Erklarung fir die
Entartung der PCG bedarf. Eine veranderte Epigenetik der PGC ist eine mogliche alternative
Erklarung [3,159]. Durch Veranderungen in der epigenetischen Landschaft kdnnen eine
Vielzahl von Genen dereguliert werden, wodurch es zur vermehrten oder verringerten
Transkription dieser Gene kommt. Dadurch kann es auch ohne eine Genmutation zu
vermehrter Aktivitat von Onkogenen und unzureichender Aktivitat von Tumorsuppressoren
kommen, wodurch die Entstehung von Tumoren ermdglicht oder beginstigt wird. Die
epigenetische Veranderung der Genexpression kann somit als erster ,Hit der sogenannten
» Two-Hit-Hypothesis®, der Zwei-Treffer-Hypothese, gelten. Nach dieser Theorie bendtigt es
zwei kritische Gendefekte, durch Mutationen oder epigenetische Stilllegung/Aktivierung in
Onkogenen und Tumorsuppressorgenen, um eine phanotypische Veranderungen nach sich

zu ziehen, welche die Karzinogenese férdern [160-162].
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Abbildung 1.8: Anzahl mutierter Gene in KZT im Vergleich zu anderen malignen (urologischen) Entitiaten
Die gezeigten Daten stammen aus der TCGA-Studie (The Cancer Genome Atlas, [158]) und wurden Uber das
Online-Tool cBioPortal [163,164] analysiert. Die Anzahl mutierter Gene bezieht sich dabei nur auf annotierte Gene.
Die 32 TCGA-Studien umfassen akute myelotische Leukamie, Blasenkarzinom (UC, aus dem Englischen ,urothelial
carcinoma®), chromophobes Nierenzellkarzinom, diffuse B-Zell Leukd&mie, Endometriumkarzinom,
Gallengangskarzinom, Glioblastoma multiforme, Gliome niedrigen Malignitatsgrades, Haut-Melanom, invasives
Mammakarzinom, Karzinosarkom des Uterus, klares Nierenzellkarzinom (RCC, aus dem Englischen ,renal clear
cell carcinoma"), Kolorektalkarzinom, KZT, Leberkarzinom, Lungenadenokarzinom, Magenkarzinom, Mesotheliom,
Nebennierenrindenkarzinom, Ovarialkarzinom, Pankreaskarzinom, papillares Nierenzellkarzinom,
Phaochromozytom und Paragangliom, Prostatakarzinom (PCa, aus dem Englischen ,prostate cancer*), Sarkom.
Schilddriisenkrebs, Speiseréhrenkrebs, squamdses Kopf-Hals-Karzinom, squamdses Lungenzellkarzinom,
squamdses Zervixkarzinom, Thymom, uveales Melanom. n.e.: nicht ermittelt

Bei der Untersuchung der Epigenetik von KZT fallen zunachst klare Unterschiede bei der DNA-
Methylierung zwischen den verschiedenen KZT-Subtypen auf. So ist in SE haufig nur ein

geringer Anteil der DNA methyliert (Hypomethylierung), wohingegen die NSE stark methyliert

22



Einleitung

vorliegen (Hypermethylierung) [157,165]. Es gibt jedoch auch SE welche starker methylierte
DNA aufweisen. Die einzige SE Zellinie TCam-2 scheint ein Vertreter dieser
hypermethylierten SE zu sein, da das Genom einen ahnlichen hohen Anteil methylierter DNA
hat wie NSE-Zelllinien [165].

Im Hinblick auf die Histonmodifikationen sind ebenfalls Unterschiede zwischen SE und NSE
zu finden. So weisen SE héhere Mengen an H3K9me2, H3K4me1 H2AR3me2 und H4R3me2
auf, EC dagegen mehr H3K4me2/3 [166,167]. Auch bivalente Histonmodifikationen, also
Modifikationen die sowohl aktivierend als auch repressiv auf die Transkription wirken, treten in
KZT haufig auf [168]. Dabei treten in derselben Chromatinregion, meist Promotoren,
aktivierende H3K4me3 und repressive H3K27me3 Modifikationen auf. Embryonale
Stammzellen haben vergleichsweise viele dieser bivalenten Promotoren, wo diese vor allem
Zelltyp-spezifische, regulatorische Gene markieren und dadurch eine Rolle bei der Regulation
von Pluripotenz und der Zelltyp-spezifischen Differenzierung spielen [169-171].

Ein Grol¥teil des Genoms wird epigenetisch reguliert, so auch die epigenetischen Regulatoren
selbst [172]. In KZT sind viele epigenetische Regulatoren starker exprimiert als in gesundem

Gewebe, in einigen Fallen auch umgekehrt (Abbildung 1.9).
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Abbildung 1.9: Veranderungen der Expressionsprofile epigenetischer Interaktoren in KZT

Die Aufstellung der einzelnen Gene ist in Anhang 1 zu finden. Die gezeigten Daten stammen aus der TCGA-Studie
(aus dem Englischen ,The Cancer Genome Atlas*, [158]) und wurden Uber das Online-Tool cBioPortal [163,164]
analysiert.

1.2.4. Epigenetik als Therapieziel in KZT

Die erhdhte Expression der epigenetischen Modifikatoren und Reader in KZT kann als
Ansatzpunkt fir pharmakologische Therapieansatze genutzt werden. Durch Eingreifen in das
instabile epigenetische Regulationsnetz der KZT und damit weiterer Stérung der
Transkriptionsmaschinerie kbnnen KZT-Zellen in die Apoptose, zum Zellzyklusarrest oder zur
Differenzierung getrieben werden [162,173].

Die ersten Studien mit Epi-Drugs in KZT untersuchten deren Potential Cisplatin-resistente

Zellen zu resensitivieren, beispielsweise durch DNMT-Inhibitoren (DNMTi, i flr Inhibitor) wie
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5-Azacytidin und 5-Aza-desoxycytidin (Decitabin) oder durch HDACi Romidepsin,
Panobinostat und Belinostat [174—176]. Aber auch die alleinige Behandlung mit HDACI
Romidepsin oder BRDi, wie der Bromodomain and extraterminal domain-containing (BET)-
Inhibitor JQ1, flhrte zu verringerter Zellviabilitat in vitro, sowie reduziertem Tumorwachstum
in xenotransplantierten EC-Zellen (NCCIT, NT2/D1, 2102EP) in vivo [177,178]. Eine
Kombination von Romidepsin und JQ1 flhrte zu erhdhten Apoptoseraten in vitro, sowie
ahnlicher Reduktion des Tumorwachstums im Vergleich zur Einzelapplikation beider

Inhibitoren, allerdings bei geringerer Dosierung und Haufigkeit der Behandlung [178].

1.3. Zielsetzung

Die aktuelle Therapie von KZT durch Bestrahlung oder Cisplatin-basierter Chemotherapie flihrt
bei den meisten Patienten zu einer gunstigen Prognose mit einer Lebenserwartung, die
gegeniber der Allgemeinbevélkerung kaum verringert ist. Ungefahr 120000 Manner leben
derzeit in Deutschland, bei denen jemals ein Hodentumor diagnostiziert wurde [5]. Da die
Patienten sehr jung und die Mortalitdt sehr niedrig sind, spielen Langzeittoxizitaten wie
Sekundartumoren oder kardiovaskulare Erkrankungen, welche durch die Chemotherapie
verursacht werden, durchaus eine groflde Rolle und kénnen die Lebensqualitat der Patienten
erheblich einschranken. Neue Therapien, die geringere Nebenwirkungen aufweisen oder
durch Kombination zu verringerter Behandlungsdosis fuhren sind fir die Behandlung von KZT
daher von Interesse. Zusatzlich gibt es fur Patienten mit einer schlechten Prognose oder
resistenten KZT kaum Alternativen zu héheren Dosen der Standardtherapie. Auch hier werden
dringend alternative Behandlungsstrategien bendtigt.

Die Epigenetik als Therapieansatz in KZT hat sich in ersten Studien als sehr vielversprechend
erwiesen. Die Forschung an epigenetischen Vorgangen in der Onkologie, aber auch anderen
Krankheiten, sowie Stammzellforschung und Entwicklungsbiologie ist in den letzten Jahren
stark vorangeschritten, wodurch eine Vielzahl an Epi-Drugs gegen Vertreter nahezu aller
epigenetischen Zielproteinklassen entwickelt wurden.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Eignung verschiedener epigenetischer Inhibitoren zur Behandlung
von (Cisplatin-resistenten) KZT festzustellen. Dazu wurden folgende Fragestellungen und

experimentelle Ziele festgelegt:

1. Welche epigenetischen Ziele kommen theoretisch fir eine Behandlung in KZT in

Frage?
Zur Identifikation geeigneter epigenetischer, therapeutisch nutzbarer Zielstrukturen in KZT

sollte zunachst, anhand vorhandener Expressionsprofile aus Microarray-
Sequenzierungsdaten, eine geeignete Auswahl an epigenetischen Interaktoren und

passenden Inhibitor-Kandidaten getroffen werden.
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2. Fihren die ausgewahlten Epi-Drugs zu einer Viabilitatsreduktion in KZT-Zellen?

Im nachsten Schritt sollte der Einfluss dieser Vorauswahl auf die Zellviabilitat in vitro in
Zelllinien der verschiedenen KZT-Entitaten untersucht werden. Die Abnahme der Zellviabilitat
wurde durch den XTT-Zellviabilitatsassay bestimmt. Hier sollte festgestellt werden, welche
epigenetischen Interaktoren und Modifikatoren tatsachlich als Therapieziel in KZT in Frage

kommen.

3. Wird die Zellviabilitatsreduktion durch die Induktion von Apoptose oder einem

Zellzyklus-Arrest verursacht?

Diejenigen Epi-Drugs, welche die Zellviabilitdt der KZT-Zellen bei méglichst geringen Dosen
verringern, sollten im weiteren Verlauf dieser Arbeit genauer untersucht werden. Dazu folgte
zunachst die Bestimmung der Apoptoserate und Analyse des Zellzyklus. Die Bestimmung der
Apoptoserate wurde mittels durchflusszytometrischer Bestimmung der Annexin V/Propidium-
lodid (PI) Co-Farbung untersucht werden, um lebende (Annexin und PI negativ), frih-(Annexin
positiv, Pl negativ) und spat-apoptotische (Annexin und PI positiv), sowie nekrotische Zellen
(Annexin negativ, Pl positiv) zu unterscheiden. Potenzielle Zellzyklusarreste nach Behandlung

mit Epi-Drugs wurden ebenfalls durchflusszytometrisch durch PI-Farbung bestimmt.

4. Wie wirken die Epi-Drugs molekularbiologisch in KZT-Zelllinien?

a. Welche Veradnderungen werden durch die Epi-Drug-Behandlung auf

epigenetischer Ebene induziert?

Die Wirkung der Epi-Drug-Behandlung auf die epigenetische Landschaft erfolgte zum einen
anhand der Analyse der DNA-Methylierung mittels Slot-Blot-Methode. Dabei wurde die DNA
behandelter Zellen auf eine Membran geblottet und die DNA-Methylierung mit Antikérpern
gefarbt und mit unbehandelten Zellen verglichen. Zum anderen wurden Veranderungen der
Histonmodifikationen mittels Massenspektrometrie untersucht. Hierbei wurden simultan
samtliche Methylierungen und Acetylierungen exponierter Lysinreste analysiert. Diese
Untersuchungen sollten die Wirkung der Epi-Drugs bestatigen und Aufschluss uber

epigenetische Nebeneffekte der Inhibition der Epi-Drug Ziele geben.

b. Welche Folgen hat Epi-Drug-Behandlung auf transkriptioneller Ebene?

Auf transkriptioneller Ebene sollte untersucht werden, welche Gene durch den Eingriff in die
epigenetische Landschaft beeinflusst werden. Dazu sollten RNA-Sequenzierungen
durchgefiihrt und das Transkriptom nach Epi-Drug-Behandlung analysiert und mit

unbehandelten Zellen verglichen werden.
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c. Hat die Behandlung mit Epi-Drugs Auswirkungen auf Zell-Signalwege auf

Proteinebene?
Auch auf Proteinebene sollte untersucht werden, ob durch die Behandlung mit Epi-Drugs
Veranderungen in Kinasesignalkaskaden induziert werden. Dies sollte mithilfe eines
kommerziellen Kinase-Arrays analysiert werden, welcher die Phosphorylierung bekannter
Kinaseziele quantifiziert. Da Kinasesignalwege vor allem eine Rolle bei der Proliferation und
dem Zelluberleben spielen, lassen sich so Ruckschlisse auf die Signalwege ziehen, welche
durch die Behandlung mit Epi-Drugs aktiviert werden und zu reduziertem Zellwachstum und

Apoptose fuhren.

5. Wie werden die verschiedenen DHRS2-Isoformen durch eine HDACi-Behandlung

dereqguliert?
Im Zuge dieser Arbeit wurde bei Inhibition mit dem HDACI Quisinostat ein starker Anstieg der

DHRS?2 Expression festgestellt, welcher bereits in friiheren HDACi Studien, unter anderem mit
Romidepsin und Vorinostat (SAHA) bestatigt wurde [177,179]. Um die Rolle von DHRSZ2 in der
HDACI-Wirkung in urologischen Entitaten (KZT, UC, PCa und RCC) besser zu verstehen,
wurden Zelllinien dieser Entitaten mit verschiedenen HDACi (Quisinostat, Romidepsin,
Vorinostat, Entinostat, LAK31, KSK64 und MPK409) behandelt. Die Expression von DHRS2
und seiner Isoformen wurde anhand quantitativer real time PCR (gRT-PCR) und RNA-

Sequenzierung analysiert.
Zusammenfassend sollte anhand dieser umfangreichen zytotoxischen und molekularen

Untersuchungen identifiziert werden, welche Epi-Drugs fir eine alternative oder zusatzliche

Therapieoption zur Standardtherapie zur Behandlung von (resistenten) KZT in Frage kommen.
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2. Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1. Zelllinien und Primarkultur

2.1.1.1. Keimzelltumor-Zelllinien

Tabelle 2.1: Keimzelltumor-Zelllinien

,Zur Verfligung gestellt von‘: 'Prof. Dr. Matthew Murray (Department of Pathology, University of Cambridge,
Cambridge, England), 2Dr. Christoph Qing (Zentrum fiir Onkologie, Hamatologie, Knochenmarktransplantation mit
Abteilung fiir Pneumologie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Hamburg, Deutschland), 3Dr. Thomas Mdiller
(Medizinische Fakultat der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, Halle (Saale), Deutschland), “Dr. Michal
Mego (National Cancer Institute Comenius University, Bratislava, Slovakei), °Dr. Janet Shipley (Institute of Cancer
Research, Sutton, England)

Zur Verfiigung
Zelllinie  Entitit Ursprung Geschlecht RRID gestellt/
Alter [Jahre] .
vertrieben von
EC, Abdomenmetastase,
1411H YST Differenziert vorwiegend M, 17 CVCL_2268 7
zum YST in vivo [180]
2102EP EC Hoden M, 23 CVCL_C522 2
2102EP- EC Cisplatin-resistenter 5
R Subklon zu 2102EP
. . ATCC (#CCL-
BeWo cc  Gestationsbedingtes CC, ) o o Gyl 0044 98), Wesel,

Gehirnmetastase Deutschland

Testikulares Teratom

GCT72 YST Differenziert vorwiegend M, k.A. CVCL_A349 3
zum YST in vivo [181]

Gestationsbedingter

Trophoblasttumor aus der ATCC (#HTB-

JAR CC - M, Foétus CVCL_0360 144), Wesel,
Plazenta, Zelllinie stammt
. R Deutschland
jedoch vom Foétus
Gestationsbedingtes CC, ATCC (#HTB-
JEG-3 CcC Gehirnmetastase des M, Fétus CVCL_0363 36), Wesel,
Fotus Deutschland

Cisplatin-resistenter
Subklon zu JEG-3
NCCIT EC Hoden M, 24 CVCL_1451 2
Cisplatin-resistenter
Subklon zu NCCIT
NT2/D1 EC Lungenmetastase M, 22 CVCL_3407 2
Cisplatin-resistenter
Subklon zu NT2/D1

4

JEG-3-R cC
2

NCCIT-R EC

NT2/D1-R EC

TCam-2 SE Hoden M, 35 CVCL_T012 2
TCam-2- SE Cisplatin-resistenter 4
R Subklon zu TCam-2

Chorionkarzinome rein mannlichen Ursprungs konnten bislang nicht erfolgreich kultiviert
werden, weswegen Zelllinien aus Chorionkarzinomen mit gestationsbedingtem, weiblichen

Ursprung genutzt werden
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2.1.1.2. Urothelkarzinom-Zelllinien

Tabelle 2.2: Urothelkarzinom-Zelllinien
,Zur Verfigung gestellt von‘: '"PD Dr. Michéle Hoffmann (Klinik fiir Urologie, Universitatsklinikum Disseldorf,
Dusseldorf, Deutschland)

Zur Verfugung
Zelllinie Ursprung Geschlecht, RRID gestellt/
Alter [Jahre] .

vertrieben von
RT-112 Urothelkarzinom F, n.A. CVCL_1670 [
SCaBER Plattenepithelkarzinom M, 58 CVCL_3599 1

DSMZ (#ACC 400),
VM-CUB-1 Urothelkarzinom M, n.A. CVCL_1786 Braunschweig,
Deutschland, *

2.1.1.3. Prostatakarzinom-Zelllinien

Tabelle 2.3: Prostatakarzinom-Zelllinien
,Zur Verfugung gestellt von‘: '"PD Dr. Michéle Hoffmann (Klinik fiir Urologie, Universitatsklinikum Disseldorf,
Dusseldorf, Deutschland)

Zur Verfiigung
Zelllinie Ursprung Geschlecht, RRID gestellt/
Alter [Jahre] .
vertrieben von
Prostatakarzinom DSz ([ SIS 25,
DU145 , ’ M, 69 CVCL_0105 Braunschweig,
Gehirnmetastase
Deutschland. *
Lymphknotenmetastase DSMZ (#ACC 256),
LNCap ymphinotenmeta M, 50 CVCL_0395 Braunschweig,
(supraklavikular, links)
Deutschland, !
Prostatakarzinom DSz (00 280
PC-3 ’ M, 62 CVCL_0035 Braunschweig,
Knochenmetastase
Deutschland, *

2.1.1.4. Nierenzellkarzinom-Zelllinien

Tabelle 2.4: Nierenzellkarzinom-Zelllinien

,Zur Verfiigung gestellt von‘: '"PD Dr. med Isabella Syring-Schmandke, Urology & Paedriatic Urology, University
Hospital Bonn, Bonn, Deutschland, 2PD Dr. Michéle Hoffmann (Klinik fir Urologie, Universitatsklinikum Disseldorf,
Dusseldorf, Deutschland)

Zur Verfugung
Zelllinie Ursprung Geschlecht, RRID gestelit/
Alter [Jahre] .

vertrieben von

786-O0 Nierenzellkarzinom M, 58 CVCL_1051 2

Papillares
ACHN Nierenzellkarzinom, M, 22 CVCL_1067 1.2
Metastase Pleuraerguss
Klarzelliges DSMZ (#ACC 731),

Caki-1 Nierenzellkarzinom, M, 49 CVCL_0234 Braunschweig,
Hautmetastase Deutschland, 2
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2.1.1.5. Kontrollzellen

Tabelle 2.5: Kontrollzellen

,Zur Verflgung gestellt von‘: 'Dermatologie, Universitatsklinikum Dusseldorf, Deutschland, PD Dr. Michéle
Hoffmann (Klinik fiir Urologie, Universitatsklinikum Dusseldorf, Diisseldorf, Deustchland, 2Dr. Michael Peitz (Life &
Brain, Bonn, Germany), 3Dr. Valerie Schumacher (Harvard Medical School, Boston, MA, USA)

Zur Verfiigung
Zelllinie Ursprung gestelit/
vertrieben von
HVHF2 Fibroblasten 1
MPAF Fibroblasten 2
FS1 Sertoli-Zellen g
2.1.2. Medien und Zellkulturbedarf
Tabelle 2.6: Materialien zur Kultivierung humaner Zelllinien
Material Hersteller Sitz

2-Mercaptoethanol
Cell Counting Slides for
TC20
CryoTube™ Vials 1,0 ml
DMEM (1X) + GlutaMAX™-I,
[+]1 4.5 g/l
D-Glucose, [+] Pyruvat
Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline (PBS)
Fetales Kalberserum (FBS)
Filter-Pipettenspitzen 10 pl,
100 pl, 1000 pl
Ham's F-12 Nutrient Mix,
GlutaMAX™ Supplement

L-Glutamin (100x)

MEM Non-Essential Amino
Acids Solution (100X)
Minisart Syringe Filter 0,2 uM
Natron-Kalk-Glas-
Pasteurpipetten
Omnifix Luer Lock Solo
Spritzen 10 mi

Penicillin/Streptomycin (P/S)

Pipettenspitzen 10 pl, 100 pl,
1000 pl
ReaktionsgefaRe 0,5 ml,
1,5 ml, 2,0 mi
Roéhrchen 15 ml, 50 mi
RPMI 1640 (1x), [-] L-
Glutamin
Stripette 2 ml, 5 ml, 10 ml,
25 mi

Sigma-Aldrich/MERCK

Bio-Rad Laboratories

Thermo Fischer Scientific

Gibco/Thermo Fischer
Scientific
Sigma-Aldrich/MERCK
Bichrom/MERCK
Greiner Bio One

Gibco/Thermo Fischer
Scientific
Gibco/Thermo Fischer
Scientific
Gibco/Thermo Fischer
Scientific
Sartorius

Brand

B. Braun

Gibco/Thermo Fischer
Scientific

Nerbe

Eppendorf

Greiner Bio One
Gibco/Thermo Fischer
Scientific

Corning

Taufkirchen, Deutschland
Feldkirchen, Deutschland

Schwerte, Deutschland
Schwerte, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland

Darmstadt, Deutschland

Frickenhausen, Deutschland
Schwerte, Deutschland
Schwerte, Deutschland

Schwerte, Deutschland
Goéttingen, Deutschland

Wertheim, Deutschland

Melsungen, Deutschland

Schwerte, Deutschland
Winsen/Luhe, Deutschland

Hamburg, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland

Schwerte, Deutschland

Kaiserslautern, Deutschland
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T25 -, T75 - Flasche
Trypanblau 0,4 %

Zellkulturplatten
(6 -, 96 -Well)
Zellkulturschale 145 mm?

CELLSTAR/Greiner Bio One
Sigma-Aldrich/MERCK
Gibco/Thermo Fischer

Trypsin-EDTA 0,05 %, 0,25 %

Scientific
Greiner Bio One

Greiner Bio One

Frickenhausen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland

Schwerte, Deutschland

Frickenhausen, Deutschland

Frickenhausen, Deutschland

2.1.3. Epi-Drugs und Losemittel

Tabelle 2.7: Epigenetische Agenzien und ihre Lésungsmittel (LM)

Substanz
Aurintricarboxylic Acid

BI-9564
Bizine
Chaetocin
Daminozide
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DMF
Ethanol
GSK2879552
GSK343

H20
JIB-04

LP99

MZ-1
Nicotinamide
PBIT

PRT4165
Quisinostat
Selisistat

VZ185

LM Hersteller
Ethanol Sigma-Aldrich/MERCK
DMSO opnMe, Boehrmger

Ingelheim
Cayman Chemical,
DMSO Biomol GmbH
DMSO Selleckchem
DMSO Selleckchem
Sigma-Aldrich/MERCK
Sigma-Aldrich/MERCK
VWR Chemicals
DMSO Selleckchem
DMF Selleckchem
Sigma-Aldrich/MERCK
DMSO Selleckchem
Cayman Chemical,
DMSO Biomol GmbH
DMSO opnMe, Boehrlnger
Ingelheim
H20 Selleckchem
Cayman Chemical,
DMSO Biomol GmbH
DMSO Selleckchem
DMSO Selleckchem
DMSO Selleckchem
DMSO opnMe, Boehrlnger
Ingelheim

Sitz
Taufkirchen, Deutschland
Ingelheim am Rhein,
Deutschland

Hamburg, Deutschland

Berlin, Deutschland
Berlin, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Berlin, Deutschland
Berlin, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Berlin, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Ingelheim am Rhein,
Deutschland
Berlin, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Berlin, Deutschland
Berlin, Deutschland
Berlin, Deutschland

Ingelheim am Rhein,
Deutschland
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2.1.4. Chemikalien

Tabelle 2.8: Allgemeine Chemikalien

Material und Methoden

Substanz
2-Mercaptoethanol
2-Propanol
Acrylamid 30 % (37,5:1)
Rotiphorese Gel 30
Agarose
Ammoniumperoxidsulfat
(APS)
cOmplete ULTRA Tablets,
Mini, EASYpack
Coomassie Brilliant Blau
R 250

EDTA Solution pH 8,0 (0,5 M)

Essigsaure (Eisessig 100 %)
Ethanol 96 %, 70 %
Ethanol absolut
Methanol
Methylenblau Certistain
Milchpulver
Natriumacetat (C2H3NaO_)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
N-Methylphenazinium-
Methylsulfat (PMS)
PCI (RotiPhenol)
Plasmocure
Ponceau S
Propidium lodid (PI)
Proteinase K
QlAzol Lysis Reagent
RNase A

RNase AWAY

RNase-freies Wasser
Salzsaure 1,5 %, 0,5 M
SDS

SYBR-Safe, DNA Gel-stain

Tetramethylethylendiamin
(TEMED)
TRIS (C4H11NO3)
Tween-20 Surfact-Amps
XTT Natriumsalz

Hersteller
Sigma-Aldrich/MERCK
VWR Chemicals

Carl Roth
Sigma-Aldrich/MERCK
Sigma-Aldrich/MERCK

Roche

Carl Roth

PanReac AppliChem/ITW

Reagents
MERCK

VWR Chemicals

VWR Chemicals

VWR Chemicals
MERCK
Carl Roth
MERCK
MERCK
MERCK

Sigma-Aldrich/MERCK

Carl Roth
InvivoGen
Carl Roth
Sigma-Aldrich/MERCK
Carl Roth
QUIAGEN GmbH
QUIAGEN GmbH

Molecular Bioproducts/Carl
Roth
Sigma-Aldrich/MERCK
Carl Roth
Carl Roth

Invitrogen/Thermo Fischer
Scientific

Sigma-Aldrich/MERCK

VWR Chemicals
Thermo Fisher Scientific
Neofroxx

Sitz
Taufkirchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland

Taufkirchen, Deutschland

Mannheim, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland

Darmstadt, Deutschland

Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland

Taufkirchen, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Toulouse, Frankreich
Karlsruhe, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland

Taufkirchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Schwerte, Deutschland

Taufkirchen, Deutschland

Darmstadt, Deutschland
Schwerte, Deutschland
Einhausen, Deutschland
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2.1.5. Kits und Assays

Tabelle 2.9: Kits und Assays sowie Assay-Einzelprodukte

Material und Methoden

Kit/Assay
10x PCR Puffer
(mit 15 mM MgCl,)

Annexin V-FITC

BCA Protein Assay Reagent
Kit
dNTP Mix
Gene ruler

Histone Extraction Kit

Hot Start Taq Polymerase
Luna Universal gPCR Master
Mix
Maxima H Minus Reverse
Transcriptase
Oligo(dT)+s-Primer
Page Ruler prestained
protein ladder
Pierce Rinderserumalbumin
Standards
Proteome Profiler Human
Phospho-Kinase Array Kit
QlAamp DNA Mini Kit
RiboLock RNase Inhibitor
RNeasy Mini Kit
RT Puffer 5x
SuperSignal HRP- Substrate

Hersteller

QUIAGEN GmbH
Miltenyi Biotech

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Abcam
QUIAGEN GmbH

New England Biolabs

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

R&D Systems

QUIAGEN GmbH
Thermo Fisher Scientific
QUIAGEN GmbH
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Sitz
Hilden, Deutschland

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Schwerte, Deutschland

Schwerte, Deutschland
Schwerte, Deutschland
Cambridge, Vereinigtes
Koénigreich
Hilden, Deutschland

Frankfurt am Main,
Deutschland

Schwerte, Deutschland
Schwerte, Deutschland

Schwerte, Deutschland

Schwerte, Deutschland

Abingdon, Vereinigtes
Konigreich
Hilden, Deutschland
Schwerte, Deutschland
Hilden, Deutschland
Schwerte, Deutschland
Schwerte, Deutschland

2.1.6. Gebrauchsfertige Puffer

Tabelle 2.10: Gebrauchsfertige Puffer

Puffer

Annexin V Binding Puffer
(20x Stock Solution)

MACSQuant Running Buffer

MACSQuant/MACSima
Storage Solution
PBS (10x)

Purple DNA loading dye 6x

RIPA Buffer (10x)

Roti-Load 1 4x
Rotiphorese 50x TAE Puffer

Hersteller

Miltenyi Biotech
Miltenyi Biotech

Miltenyi Biotech
Sigma-Aldrich/MERCK

New England Biolabs

Cell Signaling Technology

Carl Roth
Carl Roth

Sitz
Bergisch Gladbach,
Deutschland
Bergisch Gladbach,
Deutschland

Bergisch Gladbach,
Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Frankfurt am Main,
Deutschland

Frankfurt am Main,
Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
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TE (1x) pH 8.8 low EDTA
buffer
Tris/Glycin Puffer 10x
(blotting buffer)
Tris/Glycin/SDS Puffer 10x
(running buffer)

PanReac Applichem

Miltenyi Biotech

Miltenyi Biotech

Darmstadt, Deutschland

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Bergisch Gladbach,
Deutschland

2.1.7. Sonstige Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.11: Verbrauchsmaterialien

Material
96-Well-Platten
Combitips advanced, 2 ml,
5ml, 10 ml
Corning Costar
Reagenzreservoir 50 ml
Filter-Pipettenspitzen 10 pl,
100 pl, 1000 pl
Framestar 384 Well Skirted
PCR Plate
Immobilon-P Membran
Natron-Kalk-Glas-
Pasteurpipetten
PCR ReaktionsgefiaBe 8er
Kette (Multiply pStrip Pro)
Pipettenspitzen 10 ul, 100 pl,
1000 pl
Polystrene-Réhrchen
Positiv geladene Nylon
Membran
ReaktionsgefaRe 0,5 ml,
1,5 ml, 2,0 mi
Roéhrchen 15 ml, 50 mi
Spritzen Injekt F
Stripette 2 ml, 5 ml, 10 ml,
25 mi
Whatman Gel Blot Paper

Hersteller
Greiner Bio One

Eppendorf
Corning

Greiner Bio One

4titude von Brooks Life

Sciences
MERCK

Brand
Sarstedt

Nerbe
Greiner Bio One

Carl Roth

Eppendorf

Greiner Bio One
B. Braun

Corning

GE Healthcare

Sitz
Frickenhausen, Deutschland

Hamburg, Deutschland
Kaiserslautern, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland

Griesheim, Deutschland
Darmstadt, Deutschland

Wertheim, Deutschland
Numbrecht, Deutschland

Winsen/Luhe, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Frickenhausen, Deutschland
Melsungen, Deutschland

Kaiserslautern, Deutschland

Solingen, Deutschland
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2.1.8. Gerite
Tabelle 2.12: Gerate
Gerit Hersteller Sitz
Agarose-Gel-

Elektrophoresekammern
EASY-CAST Model#B1A
Autoklav 3870 ELV
Automatischer Zellzédhler
TC20
BSB 4/4A Sterilbank
CFX384 Touch Thermal
Cycler
Chemidoc Imaging System
CO2-Inkubator HeraCell 150i
ECLIPSE TE2000-S Inverted
Microspcope
ECLIPSE Ts2 Inverted
Routine Microscope
Gel-Dokumentationsanlage
Gyratory rocker SSL3

HulaMixer

iMark Microplate Absorbance
Reader

Kipp-/Rollenmischer RM5

Kipp-/Rollenmischer
RS-TR 05

Kiihlzentrifuge Allegra

MACSQuant Analyser 10

Microprocessor pH Meter
Microwelle
Mini-Protean Tetra Cell
(Kammer,

Deckel, Elektrodenzubehor,
Laufmodul)
Multikanalpipette
Multikanalpipette
Xplorer plus
Multipette E3 Bundle
Multipipette E3
MyFuge™ Mini PCR tube
Centrifuge
NanoDrop 2000/2000c
Spektralphotometer

Pipettierhilfe

Power Supply

Owl Scientific/Thermo Fisher
Scientific

Tuttnauer
Bio-Rad Laboratories
GELAIRE
Bio-Rad Laboratories

Bio-Rad Laboratories
Thermo Fisher Scientific

Nikon Instruments

Nikon Instruments

INTAS
Stuart™/BioCote, Carl Roth
Invitrogen/Thermo Fischer
Scientific

Bio-Rad Laboratories
CAT
Phoenix Instrument/Carl Roth
Beckman Coulter Life

Miltenyi Biotech

WTW
Klippersbusch

Bio-Rad Laboratories

Eppendorf
Eppendorf

Eppendorf
Eppendorf

Benchmark Scientific

Thermo Fisher Scientific

Hirschmann
Laborgerate
Biometra

Schwerte, Deutschland

Breda, Niederlande
Feldkirchen, Deutschland
Sydney, Australia
Feldkirchen, Deutschland

Feldkirchen, Deutschland
Schwerte, Deutschland

Dusseldorf, Deutschland

Disseldorf, Deutschland

Gottingen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Schwerte, Deutschland

Feldkirchen, Deutschland

Ballrechten-Dottingen,
Deutschland

Karlsruhe, Deutschland

Krefeld,
Deutschland
Bergisch Gladbach,
Deutschland
Weilheim, Deutschland
Gelsenkirchen, Deutschland

Feldkirchen, Deutschland

Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland

Biozym, Hessisch Oldendorf
Schwerte, Deutschland

Eberstadt, Deutschland

Gottingen, Deutschland
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PowerPac Basic Power
Supply

Roller 6 BASIC

$1000 Thermal Cycler
Slot-Blotter
Thermomixer 5436
Tischzentrifuge Mini Spin
Tischzentrifuge Z 216 M
Trans-Blot Turbo Transfer
System
UV-Tisch FLX - 20 M
VaKuumpumpe N811

Vortex-Genie 2

Vortex-Mixer VF2
Wasserbad
Zentrifuge 5810

Bio-Rad Laboratories

IKA-Werke

Bio-Rad Laboratories
Carl Roth
Eppendorf
Eppendorf
HERMLE

Bio-Rad Laboratories

Vilber Lourmat
Laboport, Carl Roth
Scientific Industries/Thermo
Fisher Scientific
IKA Labortechnik
Koéttermann GmbH
Eppendorf

Feldkirchen, Deutschland

Staufen,
Deutschland
Feldkirchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Wehingen, Deutschland

Feldkirchen, Deutschland

Eberhardzell, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Schwerte, Deutschland

Staufen, Deutschland
Uetze, Deutschland
Hamburg, Deutschland

2.1.9. Software und online Tools

Tabelle 2.13: Benutzte Software und online Tools

Software/Tool
CFX Maestro Software
Microplate Manager 6

GraphPad Prism V8

STRING database
cBioportal
interactivenn
circos online tool

word cloud tool

BioRender
Microsoft Word
(Version 2019)
Microsoft Excel
(Version 2019)
INTAS GDS 2010
Windows
UCSC Xena Browser

Primer3Plus

PrimerBank
Affinity Designer
1.10.1.1142
Fiji ImageJ 1.53c
PINAv3.0

Inkscape 1.0.2-2

Hersteller/Website
Bio-Rad Laboratories
Bio-Rad Laboratories

GraphPad Software, Inc

https://string-db.org
https://www.cbioportal.org/
http://www.interactivenn.net/
http://mkweb.bcgsc.ca/tableviewer/

https://www.wordclouds.com/
https://biorender.com/

Microsoft 365, Microsoft Corporation
Microsoft 365, Microsoft Corporation

INTAS

https://xenabrowser.net/transcripts/
https://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi
https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/

Serif (Europe) Ltd.

https://imagej.nih.gov/ij/
https://omics.bjcancer.org/pina/

https://inkscape.org/

Sitz/Quelle
Feldkirchen, Deutschland
Feldkirchen, Deutschland

San Diego, Kalifornien,
Vereinigte Staaten
[182,183]
[163,164]

[184]

[185]
Zygomatic Vianen,
Niederlande
Toronto, Ontario, Kanada

Redmond, WA, USA
Redmond, WA, USA

Géttingen, Deutschland
Santa Cruz, CA, USA
[186]

[187,188]
Nottingham, Vereinigtes
Konigreich
[189]

[190]

GNU General Public
License
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NanoDrop 2000 V 1.6
Qlucore Omics Explorer
3.7
DAVID Bioinformatics
Resources 6.8

GIMP 2.10.22

MACSQuantify V 2.11

Thermo Fisher Scientific

Qlucore AB
https://david.ncifcrf.gov/
https://www.gimp.org/

Miltenyi Biotech

Schwerte, Deutschland

Lund, Schweden

[191,192]

GNU General Public
License
Bergisch Gladbach,
Deutschland

36



Material und Methoden

2.1.10. Oligonucleotide

Tabelle 2.14: Primer fiir qRT-PCR

5’Primer F (forward primer) und 3’Primer R (reverse primer). Die Tm (Schmelztemperatur) wurde mit Primer3Plus
nach Breslauer et al. kalkuliert [193]. Die ProduktgroRe wurde mit den In-Silico PCR Tool des UCSC Genome
Browsers erstellt (https://genome.ucsc.edu/).

Gen Sequenz Tm [°C] Produktgrofe

[bp]
F TGCCAAATATGATGACATCAAGAA 61,5

GAPDH 121
R GGAGTGGGTGTCGCTGTTG 62,8
. F CCATCATGAAGTGTGACGTGG 62,4

B-Actin 293
R GTCCGCCTAGAAGCATTTGCG 66,3
F GTAGGGAGCACTCTGGGGAC 61,1

DHRS2 105
R CTCCATGTAGGGCAGCAACT 60,3

DHRS2 F ATCTGCAGTGCCTGAAATCC 60,2 110
Exon 1 R CTGTGCACCTGTCTGTCTGG 60,5

DHRS2 F ATACTCACCGCAAGGGTCTG 60,1 171
Exon 2 R ACCGCTTGGTGATGGTCTC 61,1

DHRS2 F ATACTCACCGCAAGGGTCTG 60,1 334
Exon 2/3c R AGGACGCCCTTCCTGTCTAT 60,1

DHRS2 F AGTGCTCAATGTTTGCTATGCA 60,8 141
Exon 3a R GAACCTCAGGTCAGGAAAGCA 61,7
DHRS2 F ACCTTGGCCTCCTAAAGTGC 60,6

134
Exon 5b/d R CTGTGAGCAGAGCCCTGAAA 61,7

DHRS2 F GTCCTTCCTGIGCTCTCCAG 60,0 169
Exon 5n/m R AGACTCTGCCTCCAGATCCA 59,9
F AATGTGAAGAACGTAGCTCGATT 59,3

DOKS5 157
R TCCGTGTTCCTACACACTCCA 61,6
F GGACCAAGTGTGTTTGTTGTTTG 61,6

DDIT4 120
R CACCCACCCCTTCCTACTCTT 61,6
F ACTTGGACACCTGTGCCTTC 60,2

CST1 119
R TTGACACCTGGATTTCACCA 59,9
F GCTGAAGATCGCCAACAAG 59,5

SERPINB3 260
R CCCACTGCCCTTTGAAATAG 59,6
F CTTTGGCTTAATGAGACTGGGAC 61,3

CD36 134
R GCAACAAACATCACCACACCA 62,8
F CACGGCTCATCAAGTCACAC 60,3

SULT1A3 134
R TTCCATACGGTGGAAATGGT 60,1
F ATGAGGAGGAGGAGGAGGA 58,7

EIF3CL 102
R CAGTTCCCTTGGCAAACATT 60,0
F AGGCAGAGGAAAACGGGAAA 63,2

NPIPA2/3 125
R TGCAGAAGGGGTGATTTTGC 63,4
F TGGTCAGTTGAGCAGGTCTG 60,0

SAMD3 90
R GGCCCCACTTACTTCTTCCTC 61,3
F AATGAGGCCAACAAGACGATG 62,3

SPANXB1 198
R CTCCTCCATTTGGTCGGGG 65,0
F CGAAGCCGAAGACCTGTTCTA 61,8

ACE2 140
R GGGCAAGTGTGGACTGTTCC 62,9
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F GGGCACATACGAGTGTGTTGT 60,9
CD80 90
R TCAGCTTTGACTGATAACGTCAC 59,4
FOS F GAGAGCTGGTAGTTAGTAGCATGTTGA 61,4 112
R AATTCCAATAATGAACCCAATAGATTAGTTA 61,5
Tabelle 2.15: Primer fiir genomische PCR zur Mykoplasmen Kontrolle
Primersequenzen nach Uphoff und Drexler [194].
Sequenz Tm [°C]
CGCCTGAGTAGTACGTTCGC 61,0
CGCCTGAGTAGTACGTACGC 58,6
TGCCTGGGTAGTACATTCGC 61,1
5¢ TGCCTGAGTAGTACATTCGC 64,4
CGCCTGAGTAGTATGCTCGC 61,1
CACCTGAGTAGTATGCTCGC 56,1
CGCCTGGGTAGTACATTCGC 62,8
GCGGTGTGTACAAGACCCGA 64,4
3 GCGGTGTGTACAAAACCCGA 64,1
GCGGTGTGTACAAACCCCGA 62,9
2.1.11. Antikorper
Tabelle 2.16: Liste genutzter Antikorper
Alle Antikdrper wurden in 5 % Milch-PBS-Ldsung geblockt.
Antikorper Hersteller Katalognr. Verdiinnung Anwendung
beta-ACTIN Sigma Aldrich a5441 1:30000 WB
BRD4 Abcam ab128874 1:1000 WB
VHL BD Pharmingen 65031A 1:400 WB
EZH2 Abcam ab3748 1:2000 WB
H2AK119ub Cell Signaling 8240 1:2000 Histon WB
H3K23ac Active Motif 39131 1:2000 Histon WB
H3K79me3 Abcam ab208189 1:400 Histon WB
H3K4me3 Active Motif 39915 1:1000 Histon WB
H3K64ac Abcam ab214808 1:400 Histon WB
H4K16ac Active Motif 39167 1:1000 Histon WB
H3K36me2 Active Motif 39891 1:1000 Histon WB
H3K9me3 Abcam ab8898 1:3000 Histon WB
H3 Active Motif 39763 1:3000 Histon WB
H4 Active Motif 61199 1:3000 Histon WB
5mC Abcam ab10805 1:5000 DNA Slot Blot
5hmC Active Motif 39769 1:2000 DNA Slot Blot
anti-mouse HRP Dako P0260 1:1000 alle Blots
anti-rabbit HRP Dako P0448 1:2000 alle Blots
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2.2. Methoden
2.2.1. Zellbiologische Methoden

2.2.1.1. Kultivierung von Zelllinien

Zur Authentifizierung der Zelllinien wurden regelmallig short tandem repeats-Profile (STR, aus
dem Englischen: sich wiederholende Mikrosatelliten der nicht-kodierenden DNA) durch das
Institut fir Rechtsmedizin, Universitatsklinikum Disseldorf, erstellt. Die aktuellen Profile sind
auf Nachfrage verfugbar. Die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
aulRerte keine Bedenken gegen die Nutzung der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien fiir in
vitro Experimente (Ethik-Votum 2018-178 und 2019-412 an D. Nettersheim).

2.2.1.1.1. Kultivierung der KZT-Zelllinien

Die adharent wachsenden KZT-Zelllinien TCam-2(-R), 2102EP(-R), NCCIT(-R), NT2/D1(-R),
1411H, GCT72, JAR, JEG-3(-R) und BeWo wurden in T75-Zellkulturflaschen in ihrem
entsprechenden Medium (Tabelle 2.17) bei 37 °C und 7,5 % CO. unter sterilen Bedingungen
kultiviert. Die Zellen wurden zweimal woéchentlich bei Erreichen von ca. 80-90 % Konfluenz
passagiert. Dazu wurden zunachst das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS (aus dem
Englischen ,phosphate buffered saline) (5 ml) gewaschen und mittels 0,05 % Trypsin-EDTA
(1 ml) bei 37 °C dissoziiert. Das Voranschreiten der Zelldissoziation wurde unter dem
Mikroskop beobachtet. Sobald alle Zellen in Suspension vorlagen, wurde die Trypsinierung
durch Zugabe von FBS-haltigem (fetales Kalberserum, aus dem Englischen ,fetal bovine
serum®) Medium (3-4-fache des Trypsin/EDTA-Volumens) gestoppt und auf neue T75-
Flaschen mit vorgelegtem Medium verteilt (Gesamtvolumen 15 ml). Das Passagierverhaltnis
richtet sich dabei nach Zelldichte und Wachstumsrate der Zellen und liegt ca. zwischen 1:3
und 1:20. Bei GCT72, welche als Mischkultur mit murinen Fibroblasten vorliegt wurden einmal
wochentlich die Fibroblasten ausgediinnt. Dazu wurden zunéchst fir ca. 30 s (Sekunden)
hauptsachlich die Fibroblasten mittels Trypsin abgelést und abgenommen. Im Anschluss
erfolgte eine erneute Zugabe von Trypsin/EDTA zur Dissoziation der GCT72 Zellen mit
weiterer Passage wie oben beschrieben.

Fur Versuche wurde nach Abstoppen der Dissoziation die Zellzahl bestimmt. Dazu wurde eine
1:1 Verdunnung der Zellsuspension mit Trypanblau erstellt und der lebend-Zellanteil mittels

automatischem Zellzahler ermittelt.
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Tabelle 2.17: Zusammensetzung der Medien zur Kultivierung der KZT
Zelllinie Medium Zusatze

1411H, 2102EP(-R), JAR, 10 % FBS, 1 % P/S (10,000 U),
JEG-3(-R), NT2/D1(-R) 1 % L-Glutamin (200 mM)

GCT72, NCCIT(-R), 10 % FBS, 1 % P/S (10,000 V),
TCam-2(-R) 1 % L-Glutamin (200 mM)

10 % FBS, 1 % P/S (10,000 U),
1 % L-Glutamin (200 mM)

DMEM (1x) + GlutaMAX-|

RPMI Medium 1640 (1x)

BeWo Ham's F-12 Nutrient Mix

2.2.1.1.2. Kultivierung der Zelllinien des Blasen-, Prostata- und Nierenzellkarzinoms
Die Kultivierung der Urothelkarzinom (UC)-Zellinien VM-CUB-1, RT-112 und SCaBER,
Prostatakrebs (PCa)-Zelllinien DU145, PC-3 und LNCap, sowie Nierenzellkarzinom (RCC)-
Zelllinien Caki-1, 786-O und ACHN erfolgte ebenfalls in T75 Flaschen bei 37 °C und 5 % CO,.
Die Zusammensatzung der Kulturmedien sind in Tabelle 2.18 zu finden. Die Passage der
Zellen erfolgte wie unter 2.2.1.1.1 beschrieben, jedoch mit 0,25 % Trypsin/EDTA.

Tabelle 2.18: Zusammensetzung der Medien zur Kultivierung von UC-, PCa- und RCC-Zelllinien
Die Hitze-inaktivierung von FBS erfolgte bei 56 °C fur 30 min.
Zelllinie Medium Zusatze
10 % FBS hitze-inaktiviert,
DMEM (1x) + GlutaMAX-I 1 % P/S (10,000 U), 1 % L-Glutamin
(200 mM)
10 % FBS, 1 % P/S (10,000 U),
1 % L-Glutamin (200 mM)
10 % FBS, 1 % P/S (10,000 U),
1 % L-Glutamin (200 mM)

VM-CUB-1, RT-112,
SCaBER, Caki-1

DU145, PC-3, LNCap,

786-0 RPMI Medium 1640 (1x)

ACHN DMEM (1x) + GlutaMAX-|

2.2.1.1.3. Kultivierung der Kontrollzellen
Die Kultivierung der Kontrollzellen erfolgte wie unter 2.2.1.1.1 beschrieben in den

entsprechenden Medien (Tabelle 2.19).

Tabelle 2.19: Zusammensetzung der Medien zur Kultivierung der Kontrollzellen

Zellen Medium Zusatze
10 % FBS, 1 % P/S (10,000 U),
MPAF 1 % L-Glutamin (200 mM),
DMEM (1x) + GlutaMAX-| 1 % Nicht-essenzielle
HVHF2 L
Aminosauren (100x),
100 nM B-Mercaptoethanol

2.2.1.1.4. Herstellung von Kryokulturen

Zur langfristigen Lagerung der Zelllinien wurden Kryokulturen angelegt. Hierfir wurden die
Zellen nach Abstoppen der Trypsin-Reaktion in ein 15 ml Réhrchen tberfihrt und bei 99 x g
bzw. 700 rpm fir 5 min zentrifugiert. Der Mediumuberstand wurde verworfen und die Zellen in

geeigneter Menge Cryomedium (FBS mit 10 % DMSO) resuspendiert (meist 3 ml pro T75-
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Flasche) und auf Kryordhrchen zu je 1 ml aufgeteilt. Diese wurden zunachst bei -70 °C und
anschlief’end in flissigem Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellen moglichst schnell in neues Kulturmedium in eine T75-Flasche
Uberfihrt und am nachsten Tag das Medium gewechselt. Ab diesem Zeitpunkt wurden die

Zellen wie unter 2.2.1.1.1 beschrieben regelmalig passagiert.

2.2.1.1.5. Mykoplasmen-Nachweis

Im Abstand von zwei Monaten als Routinekontrolle, sowie nach dem Auftauen von Kulturen
wurden Untersuchungen zur Mykoplasmen Kontamination der Zellen durchgefiihrt. Das hier
beschriebene Protokoll basiert dabei auf einer Publikation von Uphoff und Drexler [194]. Es
wurde je 1 ml ZellkulturGberstand von ca. 75 % konfluenten Zellen gesammelt und 5 min bei
95 °C gekocht, kurz abzentrifugiert und auf Eis gelagert. Die PCR (Polymerase-Kettenreaktion)
setzt sich wie in Tabelle 2.20 beschrieben zusammen und lauft nach dem angegebenen PCR-
Programm (Tabelle 2.20). Der Reaktionsansatz wurde anschlieRend per Agarose-
Gelelektrophorese (1,3 % Agarose in 1XTAE-Puffer) untersucht. Als Positivkontrolle diente
eine bekannte positive Kulturprobe. Die Erwartete BandengréRen lagen bei 510 bp bei
positivem Befall und 1000 bp der internen Kontrolle. Falls Zellen mit Mykoplasmen befallen
waren, wurden sie mit fir zwei Wochen alle vier Tage mit 30 pg/ml Plasmocure nach

Herstellerprotokoll behandelt.

Tabelle 2.20: Zusammensetzung und Programm der Mykoplasmen-PCR

PCR-Reaktionsansatz PCR-Programm
Reagenz Volumen Temperatur Zeit Zyklen
dNTP Mix 0,5 pl 95 °C 15 min
5° Primer Mix (5 uM je Primer) 1 ul 94 °C 30s
3' Primer Mix (5 uM je Primer) 1ul 65 °C 45s 34 x
H20 ad 25 pl 39,3 ul 72 °C 1 min
10x PCR Puffer 5ul 72°C 10 min
Zellkulturiberstand 2yl 4°C 0
Hot Start Taq Polymerase 0,2 ul
Interne Kontrolle [1x10000
.. 1 ul
verdinnt]

2.2.1.2. XTT-Assay zur Analyse der Zellviabilitat

Zur Bestimmung der Zellviabilitdt wurden XTT-Assays durchgefuhrt. Durch Aktivitat der
mitochondrialen Dehydrogenasen lebender Zellen wird das gelbe XTT Tetrazolium-Salz (2,3-
Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilid) zum orange-farbenen
Formazan-Salz reduziert. Dieser Farbumschlag kann dann photometrisch bestimmt werden
[198].
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Zellen wurden in 96-Well Platten zu je 5000 Zellen in 50 ul pro Well ausplattiert (KZT und
Kontrollzellen, 3000 bei UC, PCa und RCC wegen héherer Wachstumsrate). Am nachsten Tag
wurden die Zellen mit verschiedenen Inhibitorkonzentrationen in Quadruplikaten behandelt.
Dabei wurde jeweils die doppelte Konzentration in 50 ul Medium ins Well zugegeben, um mit
den bereits vorhandenen 50 ul Medium die final gewiinschte Konzentration (siehe Rohadaten
Anhang 4) einzustellen. Nach 24, 48, 72 und 96 h wurde dann die Zellviabilitit gemessen.
Dazu wurde 4 h vor Messzeitpunkt 50 yl XTT-Lésung zugegeben (1 mg/ml XTT in RPMI-
Medium mit 1:100 PMS (1,25 mM)) und die 96-Well Platte gut geschuttelt. Die Absorption
wurde mittels iMark Microplate Reader und zugehoriger Software gemessen
(Messwellenlange: 450 nm, Referenzwellenlange: 655 nm). Zur Auswertung wurde zunachst
der Messwert der Referenzwellenlange subtrahiert, und anschlielRend der Blankwert (nur
Medium mit XTT-Losung ohne Zellen) abgezogen. Eine L&sungsmittelkontrolle (Zellen
behandelt mit dem jeweiligen Losungsmittel der Epi-drug) wurde zur Normalisierung benutzt.

Die mittlere effektive Konzentration (ECso) wurde mit GraphPad Prism v8 berechnet.

2.2.1.3. Durchflusszytometrische Bestimmung der Apoptose-Rate und des Zellzyklus
Die durchflusszytometrische Analyse der Apoptose-Rate und der Zellzyklusverteilung wurde
mittels Annexin V/PI- bzw. Pl-Farbung mit dem MACSQuant Analyzer 10 durchgefihrt.
Annexin V ist ein Phospholipid-bindendes Protein mit hoher Affinitat fir anionische,
phospholipide Phosphatidylserine. Diese kommen in normalen, gesunden Zellen nur auf der
dem Zytoplasma zugewandten Seite der Zellmembran vor, werden wahrend der Apoptose
jedoch nach auen gekehrt [196]. Dort kdnnen sie mit fluoreszierenden Annexin V-Konjugaten
detektiert werden und dienen so als Nachweis apoptotischer Zellen. PI farbt spezifisch DNA.
Bei beginnender Nekrose und damit zunehmender Porositat der Zellmembran, gelangt Pl in
den Zellkern und interkaliert dort in die DNA. Durch die Kombination von Annexin V und PI
kdnnen somit verschiedene Stadien der Zelle nachgewiesen werden: lebendig
(Annexin V°/PI"), frGhapoptotisch (Annexin V*/PI), spatapoptotisch (Annexin V*/PI*) und
nekrotisch (Annexin V/PI*). Der Zellzyklusnachweis mittels Pl erfolgt durch Permeabilisierung
der Zellen und Interkalation von Pl in die DNA. Die Menge an Pl in der Zelle ist dabei relativ
zur Menge an vorhandener DNA und dementsprechend doppelt so hoch nach Replikation der
DNA wahrend der S-Phase [197]. Zellen in der G2- oder M-Phase enthalten also doppelt so
viel DNA/PI wie Zellen in der G1-Phase.

Zellen wurden in 6-Well Platten ausgesat (KZT, Kontrollzellen: 150000 Zellen; UC, PCa, RCC:
80000 Zellen), am nachsten Tag via Mediumwechsel mit den ECso Konzentrationen der Epi-
drugs behandelt und nach weiteren 16 h geerntet (die Zellen wurden trypsiniert wie unter

2.2.1.1.1 und 2.2.1.1.3 beschrieben). Alle Schritte wurden, falls nicht anders angegeben auf
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Eis durchgefiihrt. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 99 x g bzw. 700 rpm fir 5min bei
Raumtemperatur (RT).

Zur Analyse der Apoptose-Rate wurden sowohl die adharenten Zellen als auch die
apoptotischen Zellen im Medium gemessen. Dazu wurde das Medium vor der Ernte der Zellen
nicht verworfen, sondern gesammelt, die trypsinierten Zellen hinzugefligt, alle Zellen
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden mit 1 ml 1x Annexin V binding
buffer (von 10x mit Millipore Wasser verdiunnt) gewaschen (i.e. Puffer hinzufligen,
zentrifugieren, Uberstand verwerfen). Die Zellen wurden in 70 ul 1x Annexin V binding buffer
resuspendiert und kurz mittels Vortex-Mixer gemischt. Es erfolgte die Zugabe von 2,5 pl
Annexin V FITC-Konjugat und 15 pg PI (Stock 2 mg/ml). Nach einer kurzen Durchmischung
wurden die Zellen fir 15 min im Dunkeln bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden 500 pl 1x
Annexin V binding buffer zugegeben und nach erneuter kurzer Mischung gemessen.

Fur die Analyse des Zellzyklus wurden nur die adhdrenten Zellen verwendet. Nach der
Zellernte wurden das Medium entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. Danach erfolgte
die Fixierung und Permeabilisierung mit Ethanol, dazu wurden die Zellen in 300 pyl PBS
resuspendiert und unter leichtem Schitteln des Vortex-Mixers tropfenweise 700 pl eiskaltes,
absolutes Ethanol hinzugegeben. Die Zellen wurden zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Es folgte die Resuspendierung in 500 pl FACS-
Zellzyklus-Puffer (2 pg/ml Pl und 200 pg/ml RNase A in PBS) mit anschlieliender Messung.
Es wurden mindestens je 5x10* Zellen gemessen und mittels MACSQuant Software v 2.13.0

analysiert.

2.2.2. Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1. DNA-Isolation

Die Isolation von DNA aus humanen Zellen erfolgte mittels Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(PCI) Extraktion. Zellen wurden zu je 150000 Zellen pro Well in 6-Well Platten ausgesat, am
nachsten Tag via Mediumwechsel mit den ECso Konzentrationen der Epi-Drugs sowie einer
ahnlichen Menge des Ldsungsmittels behandelt und nach weiteren 24 h geerntet (i.e.
trypsiniert wie unter 2.2.1.1.1 beschrieben). Pro Bedingung wurden je zwei Wells verwendet.
Die Zellen wurden bei 99 x g bzw. 700 rpm zentrifugiert und das Zellpellet mit PBS gewaschen.
Das Zellpellet wurde in 300 pul DNA-Extraktionspuffer (Tabelle 2.21) mit frisch hinzugefiigtem
SDS (40 ul) und Proteinase K (12,5 ul) resuspendiert und lysiert. Nach der Zugabe von 360 ul
PCI wurde das Lysat fur 10 min gemischt (HulaMixer) und anschlieend 10 min bei 10000 rpm
(9000xg) und 4 °C zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde vorsichtig in ein neues
Reaktionsgefald tUbertragen und mit einem Zehntel des Volumens 3 M Natriumacetat sowie
dem dreifachen Volumen 100 Ethanol versetzt und das Gemisch invertiert. Das Prazipitat

wurde abzentrifugiert (5 min, 12000 rpm (13000xg)) und zweimal mit je 1 ml 70 % Ethanol
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gewaschen. Das DNA-Pellet wurde getrocknet (wenige Sekunden bei 37 °C), in 100 ul TE-
Puffer resuspendiert und flir 1 h bei 55 °C geldst. Die Konzentration der DNA wurde mittels
NanoDrop gemessen und anhand der 260/280 sowie 260/230 Verhaltnisse die Reinheit
bestimmt. Da hier meist das 260/280 Verhaltnis bei 2 lag, was fir eine Verunreinigung mit
RNA spricht (reine DNA: 1,8) wurden die Proben zudem mittels Agarose-Gelelektrophorese
Uberpruft. Da fUr Folgeanalysen eine mdglichst genaue Bestimmung der DNA-Konzentration
nétig war wurde, bei Vorhandensein von RNA-Banden, die DNA erneut mit dem Q/Aamp DNA
Mini Kit aufgereinigt. Hierbei wurde das Extraktionsprotokoll Appendix B Protokoll fur kultivierte
Zellen (Verweis auf Protokoll fur Blut und Kérperflissigkeiten), wie von Hersteller empfohlen,
befolgt. Die DNA wurde bei 4 °C gelagert.

Tabelle 2.21: DNA-Extraktionspuffer

Stocklésung Endkonzentration Volumen Stocklésung
NaCl (5 M) 0,1 M 2 mi S Proteinase K (10 mg/ml)
Tris-HCI (1 M, pH 8) 0,01 M 1ml S g SDS (10 %)
EDTA (0,5 M, pH 8) 0,025 M 5 ml g E
SDS (10 % (w/v)) 0,5 % (v/v) 5 ml =
H20 (Sigma) Ad 100 ml 87 ml

2.2.2.2. DNA-Slot-Blot

Isolierte DNA behandelter Zellen wurde mittels Slot-Blot Technik auf ihren DNA-
Methylierungsstatus untersucht. Dazu wurde eine Verdunnungsreihe in Wasser erstellt zu je
1, 0,5 und 0,25 ng/ul. Pro Slot wurden je 200 ul Probe aufgetragen, dementsprechend 200,
100 und 50 ng DNA und mittels Vakuum auf eine positiv geladene Nylon-Membran Ubertragen.
Der Slot-Blotter wurde dabei nach dem Herstellerprotokoll zusammengesetzt (Whatman
Papier unter der Membran). Die Membranen wurden fur 15-20 min luftgetrocknet und die DNA
anschliefend durch UV-Bestrahlung mit der Membran quervernetzt (20 sek, 1200 mJ/cm?). Es
wurden jeweils drei gleiche Membranen vorbereitet. Die erste Membran wurde 5 min mit
Methylenblau-Losung (0,02 % Methylenblau in 0,3 M Natriumacetat pH 5,2) gefarbt, um
gleichmaRige Ladung und Verdlinnung der verschiedenen DNA-Proben zu Uberprifen. Die
Entfarbung erfolgte mit Millipore Wasser. Die anderen beiden Membranen wurden zunachst in
Blocking-Puffer (5 % (w/v) Milchpulver in PBST (PBS mit 0,1 % (v/v) Tween)) auf einem
Rollenschittler bei RT flr 1 h blockiert und anschliefiend Gber Nacht bei 4 °C mit dem primaren
Antikérper gegen 5mC (5-Methylcytosin) bzw. 5hmC (5-Hydroxymethylcytosin) in Blocking-
Puffer inkubiert. Nach drei Waschschritten mit PBST (je 5 min) wurden die Membranen mit
den entsprechenden Sekundar-Antikorpern (in Blocking-Puffer) flr 2 h bei RT rollend inkubiert.
Antikérper und Verdinnungen sind in Tabelle 2.16 (Abschnitt 2.1.11) zu finden. Nach

erneutem Waschen (3x 5 min in PBST) wurden die Membranen mit HRP (horse raddish
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peroxidase)-Substrat 5 min im Dunkeln inkubiert und die Blot Signale mit dem ChemiDoc

Imaging System detektiert.

2.2.2.3. RNA-Isolation

Je nach bendtigter RNA-Menge wurde pro Bedingung je 1 Well einer 6-Well-Platte (150000
Zellen) oder eine T75-Flasche (1,1x10° Zellen) ausplattiet und am nachsten Tag
entsprechend mit Epi-drugs oder Losungsmittelkontrolle behandelt. Nach 16 h wurden die
Zellen durch Trypsinieren (siehe 2.2.1.1.1) geerntet. RNA aus wurde mittels RNeasy Mini Kit
aus Zelllinien nach dem Herstellerprotokoll isoliert. Die RNA-Konzentration und Reinheit
(260/280; 260/230) wurde mittels NanoDrop bestimmt und bei -20 °C gelagert.

2.2.2.4. RNA-Sequenzierung (RNA-Seq)

Die Schritte der RNA-Sequenzierung wurden im Labor fur Genomics & Transcriptomics der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf durchgefuhrt. Dazu wurden die RNA-Proben zunachst
Quantifiziert (Qubit RNA HS Assay, Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) und die
Qualitdt mittels Elektrophorese Uberprift (Fragment Analyzer und Total RNA Standard
Sensitivity Assay (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). Aus 300 ng RNA wurde
eine ,Fragmentbibliothek nach Herstellerprotokoll erstellt und amplifiziert (VAHTS Stranded
mRNA-Seq Library Prep Kit) und Uber beads aufgereinigt. Diese ,Fragmentbibliotheken®
wurden normalisiert und mit dem HiSeq 3000/4000 System (lllumina, Inc., Berlin, Deutschland)
sequenziert (read setup 1 x 150 bp). Adapter trimming und demultiplexing, sowie
Dateikonvertierung zu fastg-Dateien wurden mittels des bcl2fastq tool durchgefiihrt. Die
Datenanalyse der fastg-Dateien erfolgte mittels clc genomics workbench (Version 12.0.2;
Qiagen, Hilden, Deutschland). Die Reads wurden gegen die genomische Sequenz Homo
sapiens (hg38) (May 25, 2017) kartiert. Die statistische Analyse wurde mit dem Differential
Expression in two groups’ tool (Version 1.02, Qiagen, Hilden, Deutschland) durchgeflhrt.

Zusatzlich zu den so erhaltenen unkorrigierten p-Werten wurden Uber ,false discovery rate

(FDR) und Bonferroni die korrigierten p-Werte ermittelt.

2.2.2.5. Reverse Transkription

Zur Erstellung von cDNA wurden 1000 ng RNA revers transkribiert. Pufferbedingungen sowie
Thermal Cycler Konditionen sind Tabelle 2.22 zu entnehmen. Aus dem 20 ul Ansatz wurden
19 pl entnommen und mit 304 pl H2O (Sigma) verdinnt. Die verdinnte cDNA wurde bei -20 °C
gelagert.
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Tabelle 2.22: Zusammensetzung und Reaktionsbedingungen der reversen Transkription

Reaktionsansatz Thermal Cycler Programm
Reagenz Volumen Temperatur Zeit
1000 ng RNA (verdiinnt mit RNase freiem 12,5 pl 50 °C 30 min
H20)
dNTP Mix (10 mM) 1ul 85 °C 5 min
Oligo(dT)1s Primer (0,5 pg/ul) 1l 4°C ©
Reverse Transkriptase Puffer (5x) 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor (40 U/ul) 0,5 pl
Maxima H Minus Reverse Transkriptase (200
U/l Tl

2.2.2.6. Quantitative Real Time-PCR (qRT-PCR)

Zur Analyse und Validierung der Genexpression der RNA-Seqg-Daten wurde eine qRT-PCR
durchgefiihrt. Dazu wurde die unter 2.2.2.5 beschriebene cDNA verwendet. Die verwendeten
Primer sind in Tabelle 2.14 (Abschnitt 2.1.10) gelistet. Die qRT-PCR setzte sich wie in Tabelle
2.23 gezeigt zusammen. Pro Well der 384-Well-Platte wurden 5 pl des Reaktionsansatzes in
Triplikaten pipettiert und mit dem CFX384 Touch Thermal Cycler analysiert. Die Auswertung
der Daten erfolgte mittels CFX Maestro Software und Microsoft Excel. Dazu wurde der Cqg-
Wert einzelner Gene gegen die beiden Housekeeper GAPDH und ACTB normalisiert (ACq),
anschlief’end die Epi-Drug-Behandlung gegen die Kontrolle normalisiert (AACq) und somit der

Fold Change (x-fache Veranderung) berechnet.

Tabelle 2.23: Reaktionsansatz und -bedingungen der qRT-PCR

Reaktionsansatz pro Triplikat PCR-Programm
Reagenz Volumen Temperatur Zeit Zylen
Verdinnte cDNA 8,5 ul 95 °C 2 min
Primer F (10 uM) 0,5 pl 95 °C 10s
Primer R (10 uM) 0,5 pl 60 °C 30s 39x
Luna Universal gPCR Master Mix 7,5 ul Detektion
95 °C 30s
. Schritt je
95-65 °C in 5 Schmelz-
0,5°C Schritten : kurve
Detektion

2.2.3. Biochemische Methoden

2.2.3.1. Histon-Isolation

Pro Epi-Drug wurden je 3 Wells einer 6-Well-Platte (150000 Zellen) ausplattiert und am
nachsten Tag entsprechend behandelt. Nach 16 h wurden die Zellen durch Trypsinieren (siehe
2.2.1.1.1) geerntet. Die Isolation von Histonextrakten erfolgte mit dem Histone Extraction Kit
nach dem Hersteller Protokoll. Die Zellen wurden dabei in 200 pl Pre-Lysis Buffer
aufgenommen, nach Protokoll zentrifugiert (3000 rpm, 5 min, 4 °C) und das resultierende

Pellet in 30 ul Lysis Buffer aufgenommen. Nach 30-minltiger Lyse auf Eis wurde der
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Uberstand mit 10 pl Balance-DTT Buffer neutralisiert. Histonextrakte wurden bei -80 °C

gelagert.

2.2.3.2. Protein-Isolation

Zelllysate wurden mit 1x RIPA-Puffer mit Proteasehemmer-Cocktail (1 cOmplete ULTRA
Tablette in 10 ml Puffer) generiert. Zellpellets wurden in 40 ul Puffer resuspendiert und fur
30 min auf Eis inkubiert. Die unléslichen Zellbestandteile wurden bei 12000 x g, 4 °C pelletiert
und das Lysat in ein neues Reaktionsgefal® Ubertragen. Proteinlysate wurden bei -20 °C

gelagert.

2.2.3.3. Bestimmung der Konzentration von Protein- und Histonlysaten

Die Konzentration von Lysaten wurde mittels BCA Protein Assay Kit und mithilfe einer
Eichgerade verschiedener Albuminkonzentrationen bestimmt. Dazu wurde von Proteinlysaten
eine 1:10 Verdinnung (1:3 bei Histonextrakten) des Lysats mit Wasser hergestellt. Es wurden
jeweils 10 pl der Proben und Standardreihe auf eine 96-Well Platte aufgetragen und 200 pl
frisch hergestellter BCA Ldsung (Reagenz A : Reagenz B, 1:50) 30 min bei 37 °C inkubiert.
Die Absorption wurde bei 570 nm detektiert (iMark Microplate Reader) und die Konzentration
der Proben anhand der Eichgerade bestimmt. Die Standardreihe und Proben wurden dabei in

Duplikaten gemessen.

2.2.3.4. Western Blot-Verfahren

Zur ldentifikation und Quantifizierung von Proteinen wurden die Proteine zunachst mittels
SDS-PAGE (sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) der GroRe nach
aufgetrennt. Dazu wurden 20 ug Proteinlysat (3 ug Histon Extrakt) mit 4 ul 4x Roti-Load
vermischt und mit H.O (Sigma) auf ein Gesamtvolumen auf 16,5 pl eingestellt. Das Gemisch
wurde anschlie3end bei 95 °C 5 min denaturiert und das Kondenswasser kurz abzentrifugiert.
Die Proben wurden, zusammen mit einem Protein-Grofienstandard in einem 12 %-igen Tris-
Polyacrylamid-Gel (Tabelle 2.24) in einer diskontinuierlichen Elektrophorese in
1x Tris/Glycin/SDS Puffer aufgetrennt. Dies erfolgte zunachst bei einer Spannung von 70 V
bis zum ganzlichen Einlaufen der Proben in das Sammelgel und anschlieRend bei 99 V fir ca.
2 h. Die aufgetrennten Proteine wurden im Semi-Dry-Blotting-Verfahren mittels Trans-Blot
Turbo Transfer System auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Immobilon-P)
Ubertragen. Dazu wurde die Membran zunachst in Methanol aktiviert und mit Millipore H20
gewaschen. Der Transfer erfolgte in 1x Tris/Glycin Puffer mit 10 % Methanol bei 25 V fur 20
min. Zur Uberprifung des korrekten Transfers wurde die Membran fiir 5 min mit Ponceau S-
Lésung (0,5 % (w/v) Ponceau S in 5 % (v/v) Essigsaure) gefarbt. Die Entfarbung erfolgte mit

Millipore H2O und anschlieRendem Waschen in PBST. Membranen auf die Histonextrakte
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transferiert wurden, wurden fiir 5 min mit Coomassie-Lésung gefarbt (225 ml H,O (Millipore),
225 ml Methanol, 50 ml Eisessig, 1,25 g Coomassie), da diese Farbung sensitiver ist. Die
Entfarbung erfolgte in Coomassie-Lésung ohne Coomassie.

Danach wurden die Membranen zunachst wie in Abschnitt 2.2.2.2 beschrieben 1 h bei RT in
Blocking-Puffer und anschlie®end iber Nacht bei 4 °C mit dem primaren Antikérper inkubiert.
Nach drei Waschschritten mit PBST folgte die Inkubation mit entsprechenden Sekundar-
Antikérpern fir 2 h bei RT. Antikdrper und Verdinnungen sind in Tabelle 2.16 (Abschnitt
2.1.11) zu finden. Nach erneutem Waschen wurden die Membranen mit HRP-Substrat
inkubiert und die Blot-Signale mit dem ChemiDoc Imaging System detektiert.

Sollten mehrere Proteine ahnlicher Grofie auf einer Membran detektiert werden, wurden die
gebundenen Antikérper mit der sogenannten ,Stripping“-Methode abgeldst. Dadurch konnte
die Membran erneut mit einem primaren Antikdrper inkubiert werden, ohne dass es bei der
Detektion zu Kreuzreaktionen der Sekundarantikdrpern kommt. Dazu wurden die Membranen
30 min bei 60 °C in Stripping-Lésung (pro Membran: 5 ml 20 % SDS (w/v), 3,125 ml 1,5 M Tris
pH 8,8, 390 ul B-Mercaptoethanol, ad 50 ml H.O (Millipore)) in einem Wasserbad geschdttelt.
Danach wurde die Membran zunachst mit Millipore H,O und anschliel3end dreimal mit PBST
gewaschen. Die Membran wurde dann erneut mit Blocking-Puffer blockiert, gefolgt von
Inkubation mit primarem und sekundarem Antikérper.

Pixelintensitaten von Proteinsignalen wurden mit der /Image Lab Software von Bio-Rad

bestimmt und normalisiert.

Tabelle 2.24: Zusammensetzung Tris-Polyacrylamidgel
Angaben fir 2 Gele.

Substanz Trenngel 12 % Sammelgel 4 %
H.0 (Millipore) 3,3 ml 3,4 ml
Acrylamid 30 % 4 ml 0,83 ml
1,5 M Tris pH 8,8 2,5ml -
1M Tris pH 6,8 - 0,63
SDS 10 % (wi/v) 0,1 ml 0,05 ml
APS 10 % (w/v) 0,1 ml 0,05 ml
TEMED 0,005 ml 0,005 ml

2.2.3.5. Massenspektrometrische Analyse von Histonmodifikationen

Zur Analyse der Histonmodifikationen wurden je 1,1 x 108 Zellen in T75-Flaschen ausplattiert
und am nachsten Tag durch Austausch des Mediums mit den Epi-Drugs oder dem
Lésungsmittel behandelt. Die Zellen wurden nach 16 h dissoziiert, mit PBS gewaschen und
3,5 x 10° Zellen bei -80 °C eingefroren. Die quantitative, massenspektrometrische (MS)
Analyse der Histonmodifikationen aus generierten Zellpellets erfolgte bei Active Motif
(Carlsbad, CA, USA) uber den Mod Spec Service. Histone wurden Uber Saure-Extraktion aus

Zellpellets isoliert, propionyliert und mit Trypsin verdaut wie durch Zheng et al. beschrieben
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[198]. Die Proben wurden mit einem UltiMate 3000 Dionex nano-liquid chromatography system
gekoppeltem Triple-Quadrupol (QqQ) MS (TSQ Quantiva, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) gemessen. Der gesamte Prozess wurde dreimal je Probe wiederholt (Triplikat). Die
erhaltenen Rohdaten wurden in Skyline mit Savitzky-Golay Glattungsfilter analysiert [199]. Fur
jede Modifikation wurden mehrere Peptidibergadnge quantifiziert, so wurden fir jede
Aminosaure die Anzahl modifizierter und modifizierter Formen bestimmt. Anhand der Summe
aller (un-)modifizierter Formen wurde fir jede Modifikation der prozentuale Anteil der
Gesamtsumme des Aminosaurerestes berechnet (,% of peptide pool“). Zudem wurde von
Active Motif eine hierarchische Clusteranalyse (generiert mit der R Funktion pheatmap)
bereitgestellt. Weitere Darstellungen der Daten wurden mit dem Circos Online-Tool erstellt

(http://mkweb.bcgsc.ca/tableviewer/) [185].

2.2.3.6. Kinase-Signalweg-Analyse

Zur Untersuchung der Aktivitdt von Signalwegen unter Epi-Drug-Behandlung wurde das
Proteome Profiler Human Phospho Kinase Array Kit verwendet. Dafir wurden je 1,1x10°
Zellen in T-75 Flaschen ausplattiert und am nachsten Tag mit den Epi-Drugs oder dem
Lésungsmittel behandelt. Nach 16 h wurden die Zellen durch Trypsinieren (siehe 2.2.1.1.1)
geerntet, das Zellpellt mit PBS gewaschen und die Zellen gezahlt. Die Zellen wurden dann
nach Herstellerprotokoll in 150 pl Lysepuffer aufgenommen und die Proteine extrahiert (anstatt
einzelner Proteasehemmer wurde 1 cOmplete ULTRA Tablette in 10 ml Puffer verwendet). Im
Anschluss wurde die Konzentration bestimmt (siehe 2.2.3.3), jeweils 400 pg Protein wurden in
2 ml HO (Sigma) aufgenommen und mit den Membranen inkubiert. Die weiteren
Inkubationsschritte der Membranen wurden nach Herstellerprotokoll ausgefihrt. Die Detektion
der Signale erfolgte am ChemiDoc Imaging System. Die Pixelintensitaten der Signale wurde
mit Fiji ImagedJ 1.53c ausgewertet [189], die weitere Datennormalisierung erfolgte mit Microsoft

Excel.

2.2.4. In silico Analysen

2.2.4.1. Oligonukleotid-Design

Oligonukleotid-(Primer-)Paare fur gqRT-PCR (Tabelle 2.14, Abschnitt 2.1.10) wurden zunachst
in der PrimerBank-Datenbank https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html [187]
gesucht. Konnten hier keine geeigneten Primersequenzen gefunden werden, wurden
zunachst geeignete Gensequenzen Uber die Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html)
[200] und die CCDS (aus dem Englischen ,consensus coding sequence®) -Datenbank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi) [201] identifiziert und Primerpaare mit
dem Online Tool Primer3Plus (https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi) [202]

erstellt. Die Auswahl erfolgte unter Standardeinstellungen (Optimum: Grofke 20 bp,
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Schmelztemperatur 60 °C, GC-Gehalt 50 %) mit einer ProduktgréfRe von 50-250 bp. Nach
Mdglichkeit wurden Exon-Uberspannende Primerpaare ausgewahlt. Die Spezifitat der
Primerpaare wurde mittels in silico-PCR Uberprift (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr)
[203]. Die erstellten Primer wurden bei Sigma-Aldrich/MERCK (Taufkirchen, Deutschland)
synthetisiert und vor ihrer Verwendung im Versuch per gRT-PCR an Test-RNA auf
Funktionalitat (Amplifikation eines Zielgens) und Spezifitdt (Schmelzkurve des Amplikons mit

einem Peak) getestet.

2.2.4.2. Funktionelle Annotation von Genen mit DAVID

Zur funktionellen Einordung der in der RNA-Seq identifizierten deregulierten Gene wurde das
Online Tool DAVID Bioinformatics Resources 6.8 (https://david.ncifcrf.gov/) genutzt [191,192].
Listen mit hoch- oder runterregulierten Genen wurden mit den Datenbanken ,UniProt
Keywords’, ,Gene Ontology term biological process direct’ und ,molecular function‘ sowie
,KEGG Pathway‘ Uber die Auswahl ,Functional Annotation Chart’ analysiert und somit
entsprechenden  zellularen Prozessen und Funktionen zugeordnet. Die zehn
Funktionszuordnungen mit héchster Signifikanz wurden graphisch mit Wortwolken dargestellt,
wobei die GroRe der Schrift mit der Signifikanz pro Genliste in Relation steht

(https://www.wordclouds.com/ von Zygomatic (Vianen, Niederlande).

2.2.4.3. Protein-Netzwerk-Analysen

Die Interaktionen der in der RNA-Seq identifizierten deregulierten Gene wurden mithilfe der
STRING-Datenbank (https://string-db.org) analysiert und graphisch dargestellt, sowie einzelne
Gene funktionell farblich hervorgehoben [182,183]. Des Weiteren wurde PINAv3.0
(https://omics.bjcancer.org/pina/) genutzt um innerhalb von hochregulierten Netzwerken
potentielle Zielgene und passende Inhibitoren fir eine Kombinationstherapie von Epi-Drugs

mit kommerziellen Inhibitoren zu finden [190].

2.2.4.4. Re-Analyse von Microarray-Daten

Im Kontext dieser Arbeit wurden bereits publizierte Daten zu Genexpression in KZT-Geweben
und Zelllinien erneut analysiert. Die Erhebung der Daten, sowie Folgeanalysen erfolgten in
den folgenden Publikationen: [82,83,165,177,178,204-207]. KZT- und normales
Hodengewebe wurden mit dem Affymetrix Expression Array untersucht (normales
Hodengewebe: n = 4, GCNIS: n = 3, SE: n =4, EC: n = 3, TE: n = 3 und gemischtes Nicht-
Seminom n = 4). Die Klassifizierung der genutzten Tumoren erfolgte nach WHO-Richtlinien
basierend auf Histologie und GCNIS-Anteil. Die KZT-Zelllinien Analyse der Genexpression
wurde mit dem /llumina HT-12v4 expression microarray durchgefuhrt (TCam-2: n = 5, 2102EP:
n =5, NCCIT: n = 4 und JAR: n = 2). Die Expressionsdaten der KZT-Zelllinien sind Uber die
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GEO (aus dem Englischen ~gene expression omnibus*®)-Datenbank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/) frei verfigbar: GSE71239, GSE71269, GSE79065,
GSE87477 and GSE60698. Basierend auf den Intensitdten von SOX2 und SOX77 in SE
(SOX2 und SOX17177) und EC (SOX2*, SOX17) wurden Expressionsintensitaten < 10
(Affymetrix) und < 8 (lllumina) als “nicht exprimiert” angesehen. Die resultierenden
Darstellungen dieser Analyse wurden mit Excel und dem Venn-Diagramm Online Tool

interactivenn (http://www.interactivenn.net/) erstellt [184].

2.2.4.5. Analyse offentlicher Datensitze

Zur Analyse der Daten aus der TCGA-Datenbank [158,208] wurde das Internetportal
cBioportal (https://www.cbioportal.org/) genutzt [163,164]. Folgende Testkohorten/Studien
wurde dabei analysiert: Testicular Germ Cell Tumors (149 Proben, TCGA, PanCancer Atlas,
basierend auf [157]), urothelial carcinoma (413 Proben, TCGA, Firehose Legacy), prostate
adenocarcinoma (501 Proben, TCGA, Firehose Legacy), kidney renal clear cell carcinoma
(538 Proben, TCGA, Firehose Legacy) and kidney renal papillary cell carcinoma (293 Proben,
TCGA, Firehose Legacy).
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3. Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war die Identifikation neuer, epigenetischer Inhibitoren als

Therapieoption (Cisplatin-resistenter) KZT.

3.1. Identifizierung potenzieller epigenetischer Ziele in KZT

Dafir wurde zunachst die Expression epigenetischer Writer, Eraser und Reader anhand
bestehender Microarray-Daten der KZT-Entitdten GCNIS, SE, EC und TE analysiert
(Abbildung 3.1 A) [165,204]. 127 potenzielle Zielgene wurden Gberprift von denen 80 in allen
Entitaten exprimiert waren, d.h. die Expressionsintensitat > log,10 war (Abbildung 3.1 B).
Dieser Schwellenwert wurde anhand der Expression von SOX2 und SOX77 in SE und EC
gewahlt. SE sind SOX2, das hei3t SOX2 ist in SE nicht exprimiert [81,82]. In den Microarray-
Daten wurde flr SE die Expressionsintensitat von SOX2 mit log29,7 und SOX77 in EC
(SOX17) mit log29,7 ermittelt. Eine hdhere Intensitat von > log>10 soll somit eine
Genexpression mit biologischer Relevanz sicherstellen.

In einem weiteren Schritt wurde die Expression dieser 80 Gene auch in KZT-Zelllinien
verschiedener Entitaten analysiert (SE: TCam-2; EC: 2102EP, NCCIT; CC: JAR), um in vitro
Untersuchungen mit potenziellen Inhibitoren zu gewahrleisten. Dazu wurden erneut publizierte
Microarray-Daten (lllumina Microarray) von KZT-Zelllinien konsultiert (Abbildung 3.2 A)
[82,83,177,178,205]. 33 epigenetische Modulatoren waren in allen untersuchten Zelllinien
exprimiert (Abbildung 3.2 B). Der Schwellenwert (> log-8) wurde auch hier tUber die SOX2-
bzw. SOX17-Expressionen in SE (TCam-2, log27,2 bzw. log210,7) und EC (2102EP, l0g»9,9
bzw. log.6,7) definiert. Basierend auf einer hohen Spezifitat fir die Zielstruktur konnten 14
Inhibitoren gegen diese 33 Zielgene gefunden werden. Dazu zahlen HDACi, HDMi, HMTi,
PAHi, PRCi und DNMTi (Abbildung 3.2 C). Zusatzlich wurden zwei neuartige PROTACSs (aus
dem Englischen ,proteolysis targeting chimera®) VZ185 gegen BRD7/BRD9 und MZ-1 gegen
BRD4 in die Studie einbezogen [209,210]. PROTACSs sind keine herkémmlichen Inhibitoren,
sondern besitzen zwei durch einen Linker verbundene Liganden: einen flir das Zielmolekiil
und einen weiteren fiir die Von Hippel-Lindau (VHL)-E3 Ubiquitinligase. Das Funktionsprinzip
besteht darin, dass die E3-Ligase das Zielmolekul durch die raumliche Nahe polyubiquitiniert
und somit fir die Proteolyse markiert [211]. Die Zusammensetzung der PROTACs sowie die
Strukturformeln aller untersuchten Inhibitoren sind in Anhang 2 und Anhang 3 beigefugt.

Den Microarray-Daten zufolge liegen nur niedrige mMRNA-Level von BRD4 und EZHZ2 in KZT-
Zelllinien vor. Jedoch konnten frihere Studien erfolgreich BET Proteine in KZT inhibieren und
somit therapieren, da das BRD4-Protein trotzdem vorhanden ist [178]. Im Zuge dieser Arbeit
konnte das Vorhandensein von BRD4 auf Proteinebene ebenfalls bestatigt, sowie das
Vorliegen von EZH2 in den KZT-Zelllinien TCam-2, 2102EP, JAR und GCT72 nachgewiesen
werden (Abbildung 3.2 D). Des Weiteren konnte das fur die Funktion der PROTACs nétige
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Vorhandensein der VHL-E3-Ubiquitinligase mittels Western Blot validiert werden (Abbildung
3.2 D). Somit stellen BRD4 und EZH2 in KZT therapierbare Ziele dar und die Voraussetzungen
fur den Einsatz von PROTACs sind gewahrleistet. Insgesamt konnten also 16 Epi-Drugs

gegen verschiedene Enzymklassen identifiziert werden (Tabelle 3.1).
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Abbildung 3.1: Identifizierung 80 potenzieller epigenetischer Zielgene in KZT-Geweben

A) Analyse der Expressionsintensitat epigenetischer Modifikatoren in bereits publizierten Microarray-Daten
(Affymetrix-Microarray) von KZT-Gewebeproben. B) Venn-Diagramm mit Identifizierung 80 gemeinsam exprimierter
Gene in KZT-Geweben. Modifiziert nach Milller et al. [212].
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Typ Gen Agenz
HDAC1 Quisinostat
HDAC HDAC2
SIRT1 Selisi: Nicotinamid
HAT1
HAT KAT2A/GCN5
KATBA/MYST3
JARID2
KDM1A/LSD1 GSK2879552, Bizine
KDM2A/FBXL11 Daminozid
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KDM3B/JMJD1B
KDMSA/JARID1A JIB-04
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SUV39H1 Chaetocin
BRD2
BRD3
PAH BRD4 MzZ-1*
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Abbildung 3.2: Identifizierung 35 potenzieller epigenetischer Zielgene in KZT-Zelllinien

A) Analyse der Expressionsintensitat der in KZT-Gewebe identifizierten 80 Zielgene epigenetischer Modifikatoren
in bereits publizierten Microarray-Daten (lllumina-Microarray) von KZT-Zelllinien. B) Venn-Diagramm mit
Identifizierung 30 gemeinsam exprimierter Gene in KZT-Zelllinien. C) Finale Liste mit 35 epigenetischen Zielgenen

einschliellich BRD4 und

EZH2, sowie geeigneter

Inhibitoren bzw. PROTACs. D) Verifizierung der

Proteinexpression von BRD4, VHL and EZH2 in KZT-Zelllinien mittels Western Blot. B-Actin diente als
Ladekontrolle. Modifiziert nach Mdiller et al. [212].

55



Tabelle 3.1: Finale Liste der 16 in dieser Arbeit untersuchten Epi-Drugs

Ergebnisse

Typ Ziel Epi-Drug Referenz
HDACI HDAC1 . .Quisingsta.lt . [213]
SIRT1 Selisistat, Nicotinamid [214,215]
KDM1A/LSD1/AOF2 GSK2879552, Bizine [216,217]
HDMi KDM2A/FBXL11 Daminozid [218]
KDM5A/JARID1A JIB-04 [219]
KDM5B/JARID1B PBIT [220]
HMTi SUV39H1 Chaetocin [221]
BRD4 MZ-1 [209]
PAHI BRD7 LP99, VZ185 [210,222]
BRD9 LP99, VZ185, BI-9564 [210,222,223]
PRCA1i RING1/RNF2 PRT4165 [224]
PRC2i EZH2 GSK343 [225]
DNMTi DNMT1 Aurintricarboxylsaure [226]

3.2. Identifizierung zytotoxisch wirksamer Epi-Drugs in KZT-Zelllinien

Um zunachst einen Uberblick tber die Wirksamkeit der 16 ausgewahlten Epi-Drugs in KZT zu
erhalten, wurden die zytotoxischen Effekte in KZT-Zelllinien ermittelt. Dazu wurde die
Reduktion der Zellviabilitat durch die Epi-Drugs in TCam-2 (SE), 2102EP (EC) und JAR (CC)
als Reprasentanten verschiedener KZT-Entitaten, sowie in nicht-malignen Kontrollen
(Fibroblasten) mittels XTT-Assay analysiert (Anhang 4). Anhand der aus den Rohdaten
berechneten ECso-Werte (nach 48 h) konnten die Epi-Drugs basierend auf ihrer Wirksamkeit
klassifiziert werden (Abbildung 3.3 A). Drei der Inhibitoren (Quisinostat, Chaetocin und JIB-04)
erwiesen sich als sehr effektiv in der Reduzierung der Zellviabilitat in TCam-2 und 2102EP mit
Konzentrationen im nanomolaren Bereich. GSK343, PBIT, PRT4165 und LP99 zeigten
Wirkung im niedrigen mikromolaren Bereich bis 50 uM. Selisistat, Nicotinamid, GSK2879552,
Bizine, Daminozif, BI-9564 und Aurintricarboxylsaure zeigten wenig (ECso > 50 uM), oder
keinen Effekt auf die Zellviabilitdt und wurden daher in weiteren Versuchen nicht
bericksichtigt. Die beiden PROTACs MZ-1 und VZ185 erwiesen sich ebenfalls als potenzielle
Therapieoptionen mit nanomolaren bzw. niedrig mikromolaren Konzentrationsbereichen.
Generell reagierte die Zelllinie JAR (CC) weniger sensitiv auf die Behandlungen, ebenso wie

die Fibroblasten.
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SE EC CC
A nach 48 h TCam-2 2102EP  JAR
Quisinostat
Chaetocin
JIB-04
MZ-1
GSK343
VZ185
PBIT
LP99
PRT4165
Bizine
Selisistat
Aurintricarboxylic Acid
BI-9564
Daminozide
GSK2879552
Nicotinamide

ECso< 1 pM ECso0 > 50 uM
ECso < 50 pM wenig/kein Effekt

SE SE-R EC EC-R YST cc CCR Fibroblast SC
Quisinostat | 9.48 13.22 11.55 7.35 6.88 6.94 10.67 >50 6.25

Chaetocin | 122.10 217.50 127.65 160.79 98.73 >1000 232.90 137.93 69.33
JIB-04 | 344.60 0.01 1024.12 394.67 67.78 6700.01 1165.00 806.65 82.60
MZ-1 | 487.00 63.54 949.17 64.72 4.54 >10000 59.11 >10000 1001.00

ECso [nM]

GSK343 | 12.06 10.07 10.55 9.41 6.18 10.40 9.08 9.79 10.61
PBIT | 24.77 19.99 39.95 38.43 28.23 71.98 57.16 43.15 24.56
LP99 | 34.66 48.97 33.96 44.69 47.16 42.53 67.25 68.22 47.66

PRT4165 | 43.36 38.02 57.86 46.05 45.74 56.08 60.05 71.36 53.45

ECso [uM]

Abbildung 3.3: Ubersicht der zytotoxischen Effektivitit der Epi-Drugs in KZT-Zelllinien

A) Ubersicht der Ergebnisse der ersten Wirkanalyse der 16 Epi-Drugs in drei KZT-Zelllinien. Die
Farb-/Zeichenkodierung basiert auf den berechneten ECso-Werten der XTT-Zellviabilitdtsassays nach 48 h
Behandlung. Die zugehérigen XTT-Zellviabilitdtsassay Rohdaten sind in Anhang 4 zu finden. B) Auflistung der
gemittelten ECso der verschiedenen KZT-Entitaten und Kontrollzellen nach 48 h. Rohdaten sind in Anhang 5 zu
finden, die einzelnen ECso-Werte in Anhang 6 A. Modifiziert nach Muller et al. [212].

Die Effekte auf die Zellviabilitat der sieben wirksamsten Inhibitoren, sowie MZ-1 als Vertreter
der PROTACSs, wurden in weiteren Zelllinien getestet, um zellspezifische zytotoxische Effekte
auszuschlieBen und einen besseren Uberblick Uber die Effektivitat auf die verschiedenen KZT-
Entitaten zu erhalten. Als Vertreter der EC wurden NCCIT und NT2/D1 hinzugezogen, JEG-3
und BeWo als CC und GCT72 und 1411H als YST. Zusatzlich wurden Cisplatin-resistente
Subklone (-R) analysiert, sowie weitere Kontrollzellen (HVHF2 und FS1) inkludiert. Die
einzelnen Zelllinien wurden dazu anhand ihrer KZT-Subtypen gruppiert und der Mittelwert der
ECso-Werte der Behandlungen in Abbildung 3.3 B aufgefuhrt. Die Werte der einzelnen
Zelllinien sind in Anhang 5 und Anhang 6 A zu finden. SE-, EC- und YST-Zelllinien reagierten
sensitiv auf die Behandlung mit den getesteten Epi-Drugs, da die Reduktion der Zellviabilitat
bereits bei niedrigeren Konzentrationen als in Fibroblasten (MPAF, HVHF2) erfolgte (aul3er in
SE mit GSK343 Behandlung) (Abbildung 3.3 B). Dies lasst ein therapeutisches Fenster zur
Behandlung dieser KZT mit nur wenig Effekt auf gesundes Gewebe. Die Sertoli-Zelllinie FS1

als Vertreter des Hodenmikromilieus reagierte meist sehr sensitiv auf die Behandlung mit Epi-
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Drugs, jedoch auch hier gibt es Agenzien, die in KZT-Zelllinien effektiver sind (MZ-1, GSK343,
LP99, PRT4165). CC-Zelllinien reagierten heterogen auf die Epi-Drug-Behandlung, da BeWo
ahnlich sensitiv wie SE und EC auf die Behandlung ansprachen, JAR und JEG-3 jedoch
deutlich resistenter waren (Abbildung 3.3 B).

Als weitere Validierung der Zielgene der acht wirksamsten Epi-Drugs (Quisinostat, JIB-04,
PBIT, Chaetocin, MZ-1, LP99, PRT4165, GSK343) wurden die Expressions- und
Mutationsprofile der testikulare KZT-Kohorte in der ,The Cancer Genome Atlas® (TCGA)
Datenbank analysiert [157,158,208]. Die Auswertung erfolgte dabei Uber die online Plattform
cBioPortal [163,164] (Abbildung 3.4 A, Anhang 6 B). Generell war die Mutationslast in den
Zielgenen sehr gering mit der hochsten Rate bei 6 % in KDM5A (JIB-04 Zielgen) in
144 Patienten (Anhang 6 B). Haufiger waren dagegen Unterschiede in der mMRNA-Expression
gegenuber gesundem Gewebe, beispielsweise hohe mRNA-Expression von EZH2 (GSK343
Zielgen) und HDAC1 (Quisinostat Zielgen) in 17 % bzw. 13 % der Patientenproben. Zusatzlich
wurde die generelle mMRNA Expression der Zielgene auch in der TCGA-KZT-Kohorte Uberprift.
Alle Zielgene waren auch in diesen Proben exprimiert mit dem niedrigsten mRNA-Level flir
SUV39H1 in YST. Dies bestatigte zusatzlich die potenzielle Nutzung der ausgewahlten Epi-
Drugs in KZT (Abbildung 3.4 A).

Zusatzlich wurde der mdgliche Einsatz der Epi-Drugs Quisinostat, JIB-04, PBIT, Chaetocin,
MZ-1, LP99, PRT4165 and GSK343 auch in anderen malignen, urologischen Tumoren
Uberprift: dem Urothelkarzinom (UC), dem Prostatakrebs (PCa) und dem klaren
Nierenzellkarzinom (RCC) (Abbildung 3.4 B). Auch in diesen Tumoren waren alle Zielgene
exprimiert, mit Ausnahme von EZH2 (GSK343) welches nur niedrige Level in PCa und RCC
aufwies. Die drei wirksamsten Epi-Drugs Quisinostat, JIB-04 und Chaetocin wurden daraufhin
in je drei Zelllinien dieser urologischen Tumoren getestet (UC: VM-CUB-1, RT-112, SCaBER;
PCa: DU145, PC-3, LNCap; RCC: Caki-1, 786-O, ACHN) (Abbildung 3.4 C, Anhang 6 C-F).
Der HDACI Quisinostat war weniger potent als in den KZT-Zelllinien, wirkte aber dennoch in
niedrigen nanomolaren Konzentrationen in UC- und PCa-Zelllinien (< 50 nM). JIB-04 und

Chaetocin dagegen waren auch in diesen urologischen Entitaten sehr toxisch.
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Abbildung 3.4: Expressionsprofile der acht wirksamsten Epi-Drug-Ziele in KZT- und weiteren urologischen

Entitaten

A) TCGA-Expressionsprofile der Zielgene in KZT-Patientenproben, aufgeteilt nach KZT-Entitdt. B) TCGA-
Expressionsprofile der Zielgene in weiteren urologischen Tumorarten UC, PCa und RCC. C) Auflistung der
gemittelten ECso der UC-, PCa- und RCC-Zelllinien nach 48 h. Die Rohdaten der XTT-Zellviabilitdtsassays, sowie
die ECso Werte pro Zelllinie sind in Anhang 6 C-F zu finden. Die XTT-Analysen zu Quisinostat in den allen UC-,
PCa- und RCC-Zelllinien wurden von Alexa Stephan durchgefiihrt. Die XTT-Analysen zu JIB-04 und Chaetocin
wurden von mir selbst durchgeflihrt. Modifiziert nach Mdller et al. [212].
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3.3. Epi-Drugs induzieren Apoptose und Zellzyklusarrest

Zur weiteren Analyse der zytotoxischen Effekte wurden Untersuchungen zur Apoptose- oder
Zellzyklusinduktion durchgefuhrt, um zu bestimmen, ob die reduzierte Zellviabilitat auf diese
Effekte zurlickzufiihren ist. Dazu wurden TCam-2, 2102EP(-R), JAR, GCT72 und MPAF als
Vertreter der verschiedenen KZT-Entitdten und Fibroblasten mit den entsprechenden ECso-
Konzentrationen der acht besten Epi-Drugs (Quisinostat, JIB-04, Chaetocin, MZ-1, LP99,
PRT4165 und GSK343) fir 16 h behandelt und durchflusszytometrisch analysiert. Der
Zeitpunkt wurde mit 16 h relativ frih gewahlt, um einen Grofteil der Zellen in der beginnenden
Apoptose zu detektieren, da die Zellviabilitat bereits nach 24 h rapide abnimmt (Anhang 5).
Die Ermittlung der Apoptose-induktion erfolgte durch gleichzeitige Farbung der Zellen mit
Annexin V und PI, die Zellzyklusanalyse durch Fixierung und Permeabilisierung der Zellen mit
anschlieftender Pl-Farbung (Abbildung 3.5, Anhang 7).

A ¥ B Zellzykl ¥
N oo ellzyklus N o o
Apoplose & m o nach18h & o o
nach16h S S & © 5 & e s g
F & &85 0 = F & & S 0 =
Quisinostat Quisinostat
JIB-04 JIB-04
PBIT PBIT
Chaetocin Chaetocin
MZ-1 MZ-1
LP99 LP99
PRT4165 PRT4165
GSK343 GSK343
> 20% Apoptose > 5% G0/G1 Phase
> 5% Apoptose > 5% S Phase
< 5% Apoptose > 5% G2/M Phase

kein Zellzyklusarrest

Abbildung 3.5: Epi-Drugs induzieren Apoptose und Zellzyklusarrest in KZT

Durchflusszytometrische Analyse der Induktion von Apoptose (A) und Zellzyklusarrest (B). Die angegebenen
Zelllinien wurden fiir 16 h mit verschiedenen Epi-Drugs behandelt. Nur Anderungen im Vergleich zur
Lésungsmittelkontrolle von uber 5 % wurden beriicksichtigt. Die Rohdaten sind in Anhang 7 zu finden. Modifiziert
nach Miller et al. [212].

Die getesteten Epi-Drugs flhrten in der Mehrheit der getesteten KZT-Zelllinien zur Induktion
von Apoptose oder einem Zellzyklusarrest. In TCam-2 und 2102EP flihrten alle Inhibitoren
entweder zur Induktion von Apoptose oder zum Zellzyklusarrest (in TCam-2: JIB-04, MZ-1,
LP99, PRT4165, GSK343 und 2102EP: PRT4165 und GSK343 auch beides). In JAR und
GCT72 fihrte die Behandlung mit PBIT, LP99 und GSK343 nicht zur Induktion von Apoptose
(Abbildung 3.5 A). In den Fibroblastenzellen MPAF folgte nur durch die Behandlung mit PBIT,
MZ-1 und PRT4165 die Induktion von Apoptose, es wurde jedoch kein Zellzyklusarrest
detektiert. Der Cisplatin-resistente Subklon 2102EP-R reagierte anders als die parentale Linie
nicht mit Induktion von Apoptose auf die Behandlung mit Chaetocin, MZ-1, LP99 oder
GSK343. Stattdessen fuhrte MZ-1-Behandlung in 2102EP-R zu einem G1-Zellzyklusarrest.

Generell war die Deregulation des Zellzyklus zelllinienabhangig, jedoch fiihrte die Behandlung
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mit Quisinostat oder Chaetocin eher zu einem G2/M-Arrest, wahrend PBIT, LP99 und teilweise
MZ-1 eher zu einem G1-Arrest fihrten (Abbildung 3.5 B).

Zusammenfassend wurden durch die getesteten Epi-Drugs zelllinienspezifisch sowohl
Apoptose als auch Zellzyklusarrest in KZT-Zelllinien induziert. In Fibroblasten waren diese
Effekte generell weniger stark ausgepragt.

Aufgrund groBer Ahnlichkeiten der Zielmolekiile der Inhibitoren JIB-04 und PBIT (Jumoniji-
Histondemethylasen KDM5A und KDM5B) wurde PBIT aus weiteren molekularen Analysen

aufgrund der héheren ECso-Konzentrationen im Vergleich zu JIB-04 ausgeschlossen.

3.4. Behandlung mit Epi-Drugs verursacht epigenetische Nebeneffekte

Um die postulierten Effekte der verschiedenen Epi-Drugs auf die epigenetische Landschaft zu
bestatigen und mdégliche, bisher unbeschriebene Veranderungen zu untersuchen, wurde eine
massenspektrometrische (MS) Analyse der Histonmodifikationen durchgeflinrt (Rohdaten in
Anhang 8). Dazu wurde die Zelllinie 2102EP (EC) jeweils flir 16 h mit den verschiedenen Epi-
Drugs Quisinostat, JIB-04, MZ-1, LP99, PRT4165 oder GSK343 sowie dem Ldsungsmittel
(DMSO) als Vergleich behandelt. Dieser Versuchsansatz erlaubte die simultane Detektion von
on und off target-Effekten. Die on target-Effekte (primare Effekte) sind dabei die durch die
Inhibition  von  epigenetischen  Regulationen  erwarteten  Veranderungen (z.B.
Histonacetylierung unter HDAC-Inhibition). Die potenziellen Nebeneffekte (off target-Effekte,
sekundare Effekte) auf die epigenetische Landschaft sind dagegen nicht direkt auf die
Inhibition des Zielmolekils zurtickzufihren. Die Ergebnisse der MS Untersuchung wurden
zunachst als hierarchische Cluster-Analyse in einer Heatmap dargestellt, um einen generellen
Uberblick tber die globalen Anderungen zu erhalten (Abbildung 3.6). In einem weiteren Schritt
wurden die Histonmodifikationen nach Peptidhaufigkeit gruppiert (> 10 %, > 1 %, < 1 %).
Dadurch wurde ein besserer Vergleich einzelner Histonmodifikationen untereinander
ermoglicht, bei dem gleichzeitig die natlrliche Haufigkeit der verschiedenen Modifikationen
bertcksichtigt wird (Abbildung 3.7). Unter diesem Aspekt nahmen vor allem Modifikationen mit

niedriger Haufigkeit (< 10 %) unter Behandlung mit Epi-Drugs zu.
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Abbildung 3.6: Hierarchische Cluster-Heatmap der MS-Daten zur Analyse der Histonmodifikationen
Globale Analyse der Veradnderungen in der epigenetischen Landschaft auf Histonebene durch Epi-Drug-
Behandlung in der Zelllinie 2102EP, dargestellt in einer ,unsupervised clustering heatmap*“ (bereitgestellt durch den
MODSpec-Service von Active Motif). Die Zellen wurden fiir 16 h mit den entsprechenden Epi-Drugs oder der
Lésungsmittelkontrolle behandelt. Die Rohdaten sind in Anhang 8 zu finden. Modifiziert nach Mdller et al. [212].

62



Ergebnisse

=T
A 258 . . B
T T2 " B Fog
59 2D N X &
52 B%Y% 3 y:
% 5% %33 08 g
g T = 5
% %é 2> iies O N
S e ¥ e
"3 2 £ o &
%4_‘(-», b . %,
4‘/3“? ‘%‘7’8 o0 o,
Sy, / ;o
A"?S/(SS 8?'{%* 5, 3 3
83 ”{ i o (o™ Imﬁ'ac
H, oy o
31(;-4a &= “ b o
s o 3K7g,
K o Jodint me2
P, - chae
H3K18ac 55‘5’ = H3KImes 5
oo
k: = MZ-AT 2%
o T 4| H3R42me2's
HaK23ac jﬁ\ oMz, -
o E LPQQT
warame! f
9re 2
T i LPQQJ
g0
‘(\’5‘& (i‘a'\
N S
S % N
o & ‘
F S ot & S
S T - ok > o =@ + .,
& T % R & p.EmTiB 3 B
& [ N1 0 2. £ @ g @ [} EA
& 2 < £ <@ QQ $ ) Z ?é %
3z & g 2 g I & & *
:% I © T E; T 3 %
Tz
= > I
C s Wil § D
EE gf-)m X I3
B % B =i g
T o $Re RS 5 Y
% T, @ B of R &
b B % iy p n——
&’y % 08 % Lo el D S & Histonmodifikation
k& © & S Farbkodierung der Histon- Epi-Drugs
e | modifikationen, sowie Hoch-

oder Runterregulation selbiger relative Anderung der
7 Differenz zur

Losungsmittelkontrolle

BandgroRie stellt absolute
Anderung der Differenz zur
Lasungsmittelkontrolle dar

@ hochregulierte Histonmodifikation
@ herabregulierte Histonmodifikation

E
)

H3Q19me1 ™
Haassmet |
H3qsmel
1eyeAS2

Abbildung 3.7: MS-Analyse der Histonmodifikationen getrennt nach Peptidhaufigkeit

Cirkos Diagramme stellen die Differenz der Haufigkeiten einzelner Histonmodifikationen von mit Epi-Drugs
behandelten 2102EP im Vergleich zur Ld&sungsmittelkontrolle dar. Die Histonmodifikationen wurden nach
Peptidhdufigkeiten aufgeteilt: hdufige Peptide mit einer Frequenz von 10-100 % (A), niedrige Frequenz 1-10 % (B)
und seltene Peptide 0-1 % (C). Nur Anderungen in der Frequenz > 1 (A, 10-100 %), > 0,1 (B, 1-10 %) und > 0,01
(0,1-1 %) wurden bertcksichtigt. D) Schematische Darstellung eines Circos-Diagramms und wie diese zu lesen
sind. 1: hochreguliert (griin), |: herabreguliert (rot). Die Rohdaten sind in Anhang 8 zu finden. Modifiziert nach Muller
etal. [212].

Erwartungsgemaf konnte durch HDACi Quisinostat ein starker Anstieg der Histonacetylierung
an H3 und H4 beobachtet werden, mit Ausnahme von H4K20ac und H2A3K15ac, die weniger
haufig acetyliert vorlagen (Abbildung 3.6, Abbildung 3.7 A-C, Abbildung 3.8 A). Zusatzlich
wurden weitere Effekte auf die Histonmodifikationen identifiziert, wie einen Anstieg der
Histonmethylierungen (H3K4me1, H3.3K27me3, H3K56me1, H4K20me1/3). Es ist bekannt,
dass JIB-04 KDM5A/JARID1A inhibiert, eine Histondemethylase die speziell Methylgruppen
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von di- und trimethylierten H3K4 entfernt [227]. Einen durch JIB-04 verursachten Anstieg von
H3K4me2/me3 konnte auch massenspektrometrisch nachgewiesen werden (Abbildung 3.7 C,
Abbildung 3.8 B). Die Behandlung mit HMTi Chaetocin und GSK343 flihrte zu einer reduzierten
Methylierung der entsprechenden Ziele. Bei Inhibition der H3K9-di/tri-Methyltransferase
SUV39H1 [228,229] (Chaetocin) konnte ein Abfall von H3K9me2/me3 mit gleichzeitigem
Anstieg von H3K9me1 beobachtet werden (Abbildung 3.6, Abbildung 3.7 A, B, Abbildung
3.8 C). Anhnlich fiihrte die Inhibition der Methytransferase EZH2/PRC2 generell zu einer
reduzierten Methylierung an H3K27 [230,231], mit Ausnahme von H3.1K27me1, H3.3K27me3
(leichter Anstieg) und H3.1K27me3 (unverandert) (Abbildung 3.6, Abbildung 3.7 A, B,
Abbildung 3.8 D). Als Nebeneffekte der HDMi und HMTi konnten Anderungen in der
Histonacetylierung beobachtet werden. So waren H4K16 und H4K20 unter JIB-04 Behandlung
weniger acetyliert, wohingegen beide HMTi Chaetocin und GSK343 zu einem Anstieg von
H4K20ac flhrten (Abbildung 3.7 A). Des Weiteren traten auch veranderte
Histonmethylierungen off target auf, beispielsweise nach JIB-04 Behandlung: weniger
H3K27me2 und H3K79me3; Chaetocin Behandlung: weniger H4K20me2/me3, mehr
H4K20me1 und H3K4me2/me3; GSK343 Behandlung: weniger H3K4me2 und H4K20me2
(Abbildung 3.6, Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.8: Erwartete Effekte der Epi-Drugs auf Histonmodifikationen

Balkendiagramme mit Anderungen postulierter Histonmodifikationséanderungen durch Inhibition des Zielenzyms A)
HDAC1 (Quisinostat), B) KDM5A (JIB-04), C) SUV39H1 (Chaetocin) und D) EZH2 (GSK343). In A) sind
Histonmodifikationen sehr unterschiedlicher Haufigkeit dargestellt und daher den Farben entsprechend der
Skalierung zuzuordnen. Die Rohdaten sind in Anhang 8 zu finden. Modifiziert nach Mdiller et al. [212].
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Die Behandlung mit PRT4165, einem PRC1 Inhibitor, welche zu einer Reduktion der H2AK19
Ubiquitinierung (ub) flhrt [224], konnte nicht anhand der MS-Analyse ermittelt werden, da
diese nicht detektiert wurde. Allerdings konnten auch hier Nebeneffekte auf andere
Histonmodifikationen gefunden werden, beispielsweise ein Anstieg von H3K36me3, H4K20ac
und H3K79me1/ac (Abbildung 3.6, Abbildung 3.7 A, C). Unerwartet waren Veranderungen der
epigenetischen Modifikationen, welche unter Verwendung von Agenzien gegen Reader der
Histonacetylierung (MZ-1, LP99) gefunden wurden. BRD7/9-Inhibitor LP99 fiihrte dabei zu
einem generellen Verlust der Histonacetylierungen und einigen Lysinresten mit vermehrter
Methylierung (H3K9me1, H3K27me1, H3K26me1) (Abbildung 3.6, Abbildung 3.7 A). Die
Behandlung mit dem PROTAC MZ-1 mit BRD4 als Ziel zeigte die groRte Ahnlichkeit zur
Lésungsmittelkontrolle auf, wobei nur zwei Modifikationen signifikant verandert waren (Anstieg
in H3K64ac und H2A3K15ac) (Abbildung 3.6, Abbildung 3.7 C). Unter allen Behandlungen mit
den getesteten Epi-Drugs konnte ein Anstieg in H3R42me2 und H3R49me2 beobachtet
werden (Abbildung 3.7 B).

Da in der MS-Analyse die Ubiquitinierung nicht untersucht wurde, erfolgte eine Analyse mittels
Western Blot. Hier konnte eine Verringerung von H2AK119ub nach Behandlung mit PRT4165
nachgewiesen werden, jedoch erst nach 48 h Behandlung (Abbildung 3.9 A). Zur Validierung
der MS-Analysen in weiteren KZT-Entitaten wurden ausgewahlte primare, sowie sekundare
Veranderungen der Histonmodifikationen in 2102EP, sowie TCam-2 (SE), JAR (CC) und
GCT72 (YST) mittels Western Blot-Analyse nachgewiesen und quantifiziert (Abbildung
3.9 B-E). On target Effekte der MS aus 2102EP konnten auch in anderen Entitaten/Zelllinien
nachgewiesen werden, wie der Anstieg von H3K23ac nach Quisinostat-Behandlung. Die
Nebeneffekte hingegen sind nicht in allen Zelllinien gleich verandert. Hier konnte der gleiche
Effekt immer nur in einer bis zwei Zelllinien nachgewiesen werden, jedoch nicht in allen vier
untersuchten Zelllinien. Die héchste Gemeinsamkeit war zwischen 2102EP (EC) und GCT72
(YST), welche sich nur bei Behandlung mit LP99 unterschieden.

Zusammenfassend konnten die, durch die Inhibition der Zielmolekiile erwarteten Anderungen
der Histonmodifikationen nachgewiesen werden. Zusatzlich wurden weitere Effekte auf die
epigenetische Landschaft, welche nicht direkt auf das Zielprotein zurlckzufiihren sind,

identifiziert.
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Abbildung 3.9: Western Blot-Nachweis von Verdanderungen auf Histonmodifikationen durch Epi-Drugs

A) Western Blot von Histonextrakten behandelt mit PRT4165 oder DMSO (L&sungsmittelkontrolle) fir 24 h und
48 h. Coomassie-Farbung dient als Ladekontrolle. B) Western Blot ausgewahlter Histonmodifikationen zum
Nachweis von Epi-Drug induzierten Modifikationséanderungen in weiteren KZT-Zelllinien. Zellen wurden fir 16 h mit
den jeweiligen Epi-Drugs behandelt und anschlieRend die Histone extrahiert. Totales H3/H4 dient als Ladekontrolle.
C) Veranderungen der Peptidhaufigkeit aus der MS-Analyse von 2102EP der Modifikationen aus B).
D) Quantifizierung des Western Blots aus B) fur 2102EP und weitere KZT-Zelllinien E) TCam-2, JAR und GCT72.
Modifiziert nach Mdller et al. [212].
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3.5. Epi-Drugs gegen Histoninteraktoren zeigen auch Effekte auf DNA-Methylierung

Um zu untersuchen, ob die Interferenz mit Histoninteraktoren auch Auswirkungen auf DNA-
Ebene, genauer die epigenetische Modifikation der DNA hat, wurden Slot-Blot-Analysen zum
Methylierungsstatus der DNA durchgeflihrt. Dazu wurden 2102EP Zellen fir 24 h mit den Epi-
Drugs behandelt und anschlieRend die 5-Methylcytosin (5mC) und 5-Hydroxymethylcytosin
(5hmC) Level densitometrisch bestimmt (Abbildung 3.10). Mit Ausnahme von Quisinostat

66



Ergebnisse

verringerten die getesteten Epi-Drugs die Menge an 5mC gegenlber der
Lésungsmittelkontrolle. Mit GSK343 behandelte Zellen wiesen dabei die geringste Menge an
5mC auf (52 % im Vergleich zur Kontrolle). JIB-04 fuhrte zu einer signifikanten Reduktion von
5mC auf 73 %, Chaetocin, MZ-1, PRT4165 und LP99 jeweils auf 85 %, 70 %, 84 % und 58 %
im Vergleich zur Ldsungsmittelkontrolle. 5hmC ist der erste Schritt der aktiven DNA-
Demethylierungskaskade. Die Behandlung mit Epi-Drugs flihrte zu einem leichten Anstieg an
5hmC, um 19 % unter MZ-1, 25 % unter PRT4165 und um 30 % unter GSK343 Behandlung,
was auf Prozesse der aktiven DNA-Methylierung hindeutet. Dementsprechend resultierte die
Behandlung mit Epi-Drugs gegen Histoninteraktoren neben Effekten auf die Histonebene auch

zu Veranderungen der DNA-Methylierung.
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Abbildung 3.10: Slot-Blot Analyse zur Bestimmung des DNA-Methylierungsstatus

A) Nachweis der 5mC und 5hmC DNA-Methylierung mittels Slot-Blot Analyse. 2102EP Zellen wurden fiir 24 h mit
den verschiedenen Epi-Drugs sowie dem LoOsungsmittel behandelt. Fir jede Farbung wurde eine separate
Membran verwendet, die Verdiinnungsreihe wurde einmalig fiir alle drei Membranen angesetzt. Methylenblau dient
als Ladekontrolle. B) Densitometrische Analyse der Slot-Blots aus (A) gemittelt aus 200 ng, 100 ng und 50 ng. Die
Pixeldichte der 5mC und 5hmC Blots wurde gegen die Methylenblau-Farbung normalisiert. Anderungen der DNA-
Methylierung sind als prozentualer Anteil der Lésungsmittelkontrolle (100 %) angegeben. Die statistische Analyse
erfolgte mittels gepaartem T-Test (*p < 0,05; **p < 0,005). Modifiziert nach Miller et al. [212].

3.6. Interferenz mit der epigenetischen Landschaft fiihrt zur Deregulation von
Transkriptionsregulatoren

Um herauszufinden, ob die Veranderung der Histonmodifikationen zu einer Deregulation auf
transkriptioneller Ebene fiihrt, wurde eine Sequenzierung des Transkriptoms (RNA-Seq)
durchgefiihrt. Dies erfolgte ebenfalls in der Zelllinie 2102EP nach 16 h Behandlung mit den
Epi-Drugs Quisinostat, JIB-04, Chaetocin, MZ-1, LP99, PRT4165 und GSK343. Die

.unsupervised clustering heatmap®, sowie die PCA (Hauptkomponentenanalyse aus dem
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Englischen ,principal component analysis®) aller RNA-Seq-Daten zeigten, dass Behandlungen
mit JIB-04 und MZ-1 die héchste Ahnlichkeit zur Lésungsmittelkontrolle aufwiesen (Abbildung
3.11 A, B). Die Quisinostat-Behandlung verursachte dagegen die meisten Veranderungen des
Transkriptoms. Unter Beriicksichtigung von transkriptionellen Anderungen mit einem FDR
korrigiertem p-Wert < 0,05, waren 474 Gene unter Quisinostat-Behandlung dereguliert
(Abbildung 3.11 C). Generell fihrte die Behandlung mit Epi-Drugs eher zu einer erhéhten
transkriptionellen Aktivitdat, da mehr Gene hoch-, als herunterreguliert wurden. Nur wenige
Gene wurden unter MZ-1- und JIB-04-Behandlung dereguliert.
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Abbildung 3.11: Epi-Drugs fiihren zur Deregulation des Transkriptoms

A) ,Unsupervised clustering heatmap® der RNA-Seq-Daten (DMSO-Kontrolle n = 3, Epi-Drugs n = 1). 2102EP Zellen
wurden mit den Epi-Drugs jeweils fur 16 h behandelt. B) PCA der RNA-Seq Analyse. C) Histogramm mit der
Verteilung der x-fachen Veradnderungen der Expression im Transkriptom durch Epi-Drug-Behandlung. Nur
Deregulationen mit einem FDR korrigiertem p-Wert < 0,05 wurden bericksichtigt. Die graue Schattierung beinhaltet
Gene mit einem Fold Change unter logz 1,5. Modifiziert nach Miller et al. [212].
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Fur nachfolgende funktionelle Analysen wurden nur Gene mit einem logz Fold Change von
mindestens + 1,5 und einem FDR korrigiertem p-Wert von < 0,05 als signifikant verandert
betrachtet (Anhang 9). Mit diesen Beschrankungen waren 243 Gene unter Quisinostat
Behandlung signifikant dereguliert (223 hoch-, 20 herunterreguliert, Anhang 9). Die top zehn
funktionellen Zuordnungen zeigten vor allem eine Hochregulation von Genen im
Zusammenhang mit ,lonentransport’ und ,Bestandteilen der Zellmembran', wohingegen Gene
die fur die ,Aktivierung der Adenylatcyclase-Aktivitat’ relevant sind, herunterreguliert wurden
(Abbildung 3.12).

69



Ergebnisse

hochreguliert herabreguliert
transpzof
. ion transport
2 voltage-gated channel activation of adenylate cyclase activity
= reg. of jon transmembr. transport
e ion channel
cell membrane
Ca?* transport
Membrane
activator
DI\.IA_—bmdmIg )
£ transcription regulation
8 pos. reg. of transcr., DNA-temp. reg. of cardiac conduction
8 TF act., seq.-spec. DNA-binding reg.of respiratory gas. exchange
& neg. reg. of transcr., DNA-temp. response to organic substance
neg. reg. of transcr. from RNAPII prom.
developmental protein
palate development
transcription
tosi iqui
rispg?l%%%sc;sER stress re‘gg‘g%{]‘{ﬁﬂgn
tein heterodimerizati tivit : 3 di
pos. reg‘.)[)? l?z‘aﬂscs fercr)?n :-'\mlef\rlli‘zlla;)‘?c_rr:maﬁé\;:ayE_R stress) mitoch ePﬁ.gf]lQpSo?tn NS A%Iaetgiﬁiquinone
@ neg. reg. of fat cell differentiation Leber h d. opfi th
8 intri at ¢ to ER ot eber hered. optic neuropathy
o, INTrinsiC apop. sig. In resp. 10 slress
o NADH dehydrogenase (ubiquinone) activity
neg. reg. of transcr. from RNAPII prom. oxidative phosphorylation
transcr. corepressor activity transmembrane helix
pos. reg. of renal sodium excretion e transport
response to glucose signal
_ signal
disulfide bond
metalloendopeptidase activity
neg. reg. of apoptotic process
[Te}
w0
E cytoplasm
a metalloprotease
ecreted
collagen degradation
zymogen
TF binding Ca?* binding
cellular response to hormone stimulus
pos. reg. of apoptotic process response to amphetamine
o response to cAMP leukocyte chemotaxis
¥, ?os. reg. of transcr. from RNAPII prom. peptidyl-tyrosine phosphorylation
@ F activity, RNAPII core prom. prox. region protein tyrosine kinase activity
neg. reg. of transcr. from RNAPII prom. disease mutation
osteoclast differentiation developmental protein
transcr. corepressor activity disulfide bond
response to mechanical stimulus Ca?*
Legende
Regulation der Transkription / DNA-bindend Signal
lonen-bindend / lonentransport sekretiert Membran
Differenzierung / Entwicklung Atmungskette Varia
Signalweg

Abbildung 3.12: Funktionelle Analyse der signifikant deregulierten Gene nach Epi-Drug-Behandlung
Wortwolken reprasentieren die zehn funktionellen Zuordnungen hochster Signifikanz der hoch- und
runterregulierten Gen-Ontologien (gefiltert nach unkorrigiertem p-Wert < 0,05). Die SchriftgroBe korreliert mit -
log1o(p-Wert) und die Farbkodierung erfolgt nach Oberbegriffen. Die komplette Auflistung der funktionellen
Zuordnungen sind in Anhang 10 zu finden. Modifiziert nach Miller et al. [212].

Eine STRING-Netzwerk-Analyse (aus dem Englischen ,Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes/Proteins”), welche Interaktionen zwischen Proteinen darstellt, identifizierte
ebenfalls die Hochregulation von lonentransportern’, sowie in die ,Entwicklung des
Nervensystems' involvierte Gene (Abbildung 3.13 A). Fir die 20 herabregulierten Gene konnte
kein Netzwerk gefunden werden. Unter Behandlung mit JIB-04 wurden nur drei Gene in

2102EP signifikant dereguliert: Hochregulation von SLC16A3 (monocarboxylate transporter 4)
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und DDIT4 (DNA damage-inducible transcript 4), sowie Herabregulation von EIF3CL

(eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C-like) (Anhang 9). Die Funktions- und
Netzwerkanalysen ergaben keine Treffer.
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Abbildung 3.13: STRING-Analyse der Quisinostat- und Chaetocin-Behandlung in 2102EP

STRING-Analyse der hochregulierten Gene in A) mit Quisinostat (Interaktions-Konfidenz = 0,7) und B) mit
Chaetocin (Interaktions-Konfidenz = 0,4) behandelten 2102EP Zellen (16 h). Modifiziert nach Miller et al. [212].
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Die Chaetocin-Behandlung in 2102EP (82 hoch-, 14 runterregulierte Gene, Anhang 9) fihrte
zur Hochregulation von ,DNA-bindenden Faktoren’ (z.B. DLX5, DLX6, SOX5, GATA3, GATAS,
POUS3F2), sowie ,Regulatoren der Zelldifferenzierung‘, wahrend Gene im Zusammenhang der
,Regulation von Atemgasen‘ und ,Antwort auf organische Substanzen‘ herabreguliert wurden
(Abbildung 3.12, Abbildung 3.13 B). Nach Behandlung der 2102EP Zellen mit dem BET-
PROTAC MZ-1 konnte nur EIF3CL als signifikant herabreguliertes Gen identifiziert werden
(Anhang 9). Die Behandlung mit LP99 (43 hoch-, 48 runterregulierte Gene, Anhang 9) flihrte
zur Hochregulierung von Faktoren des ,intrinsischen Apoptosesignalwegs als Antwort auf
Stress des endoplasmatischen Retikulums® (CEBPB, DDIT3, TRIB3), sowie ,negativen
Regulatoren der Transkription* (z.B. DDIT3, JDP2, VEGFA) (Abbildung 3.12). STRING-
Netzwerk-Analysen konnten die Hochregulation von Apoptosefaktoren ebenfalls bestatigen
(Abbildung 3.14 A). Zu den herabregulierten Genen zahlten vor allem Gene im
Zusammenhang mit ,Elektronentransport’ und mitochondriellen Genen, welche an der
,oxidativen Phosphorylierung‘ beteiligt sind (MT-ATP6/8, MT-ND2/3/4/4L) (Abbildung 3.12,
Abbildung 3.14 B). Die Behandlung mit dem PRC1i PRT4165 fihrte zur Hochregulation von
35 Genen (Anhang 9), unter anderem ,sekretierte Faktoren' (CP4A, ANXA1, MMP1/3/10) und
Genen der ,extrazellularen Matrix‘. Signifikant herabreguliert wurden sieben Gene (Anhang 9),
welche im Zusammenhang mit dem ,Zytoplasma‘ stehen, die jedoch kein STRING-Netzwerk
ergaben (Abbildung 3.12, Abbildung 3.14 C, D). Die GSK343-Behandlung in 2102EP-Zellen
(84 hoch-, 78 runterregulierte Gene, Anhang 9) fiihrte zur Hochregulation von
,Transkriptionsfaktoren bindenden Faktoren’, sowie ,positiven Regulatoren der Apoptose’ (z.B.
FOSL1/2, DUSP1, GADD45A/B, RHOB) (Abbildung 3.12, Abbildung 3.15 A). Zu den
herabregulierten Genen zahlten ,in der Entwicklung beteiligte Proteine’, sowie ,Proteine mit
Tyrosinkinaseaktivitat' (Abbildung 3.12, Abbildung 3.15 B).

Zur Validierung einzelner deregulierter Gene in weiteren KZT-Entitdten wurden TCam-2, JAR
und GCT72 ebenfalls fir 16 h mit den Epi-Drugs behandelt und anschlieend mittels qRT-
PCR analysiert (Abbildung 3.15 C). Die getesteten Gene (Hochregulation: Quisinostat:
DHRSZ2; JIB-04: DDIT4; Chaetocin: CD36; PRT4165: ACE2; GSK343: FOS; Herabregulation:
MZ-1: EIF3CL; LP99: SAMD3) waren in allen Entitdten ahnlich dereguliert, d.h. hoch- oder
herunterreguliert, wobei das Ausmal der Anderung zelllinienspezifisch und meist in JAR und

GCT72 weniger stark ausgepragt war.
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Abbildung 3.14: STRING-Analyse der LP99- und PRT4165-Behandlung in 2102EP
STRING-Analyse der deregulierten Gene nach 16 h Behandlung mit Epi-Drugs in 2102EP (Interaktions-Konfidenz

> 0,4). A) hochregulierte Gene LP99, B) herabregulierte Gene LP99, C) hochregulierte Gene PRT4165 und
D) herabregulierte Gene PRT4165. Modifiziert nach Mdller et al. [212].
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Abbildung 3.15: STRING-Analyse der GSK343-Behandlung in 2102EP und qRT-PCR-Validierung

STRING-Analyse der deregulierten Gene nach 16 h Behandlung mit Epi-Drugs in 2102EP. A) hochregulierte Gene
GSKB343 (Interaktions-Konfidenz 2 0,7), B) herabregulierte Gene GSK343 (Interaktions-Konfidenz = 0,4). C) qRT-
PCR Validierung ausgewahlter Gene in vier KZT-Zelllinien (n = 3). Asteriske geben signifikante Anderungen
zwischen Epi-Drug-Behandlung und Lésungsmittelkontrolle an (*p < 0,05, **p < 0,005). Modifiziert nach Mdller et

al. [212].
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3.7. Epi-Drug-Behandlung stort die Zellproliferation iber cAMP-, JAK-STAT- und WNT-
Signalkaskaden

Ein ,Human Phospho-Kinase Array“ wurde genutzt, um die Phosphorylierung bekannter
Kinaseziele zu untersuchen (Abbildung 3.16, Abbildung 3.17). CREB- (Camp-Kaskade),
STAT3- und STAT5-Phosphorylierung (JAK-STAT-Signalweg), sowie die totale Proteinmenge
von B3-Catenin (WNT-Signalweg) und HSP60 wurden nach 16 h Behandlungen mit Quisinostat,
JIB-04, Chaetocin, MZ-1, LP99, PRT4165 und GSK343 in 2102EP-Zellen verringert.
Zusatzlich wurde unter der JIB-04-, MZ-1-, PRT4165- und GSK343-Behandlung die ERK1/2-
Phosphorylierung vermindert. Die p53-Phosphorylierung an Serin 64 war dagegen unter den
meisten Behandlungen (auBer Quisinostat und GSK343) erhoht (Abbildung 3.17). Die
Phosphorylierung von p53 S15 war unter JIB-04- und Chaetocin-Behandlung ebenfalls erhéht
(unter Quisinostat mit tendenziellem Anstieg (Abbildung 3.16 B)), bei den anderen Epi-Drugs
jedoch verringert (Abbildung 3.17). Unter Behandlung mit Agenzien gegen BRD-Proteine
(MZ-1, LP99), sowie unter PRC1/2-Inhibition (PRT4165, GSK343) kam es zu einer Vielzahl an
Herunterregulationen im Phosphorylierungsprofil, wie Scr, WNK1, Yes und RSK1/2 (Abbildung
3.17). Die Epi-Drug-Behandlung beeinflusst also verschiedene Signalwege, welche schliel3lich

zu veranderten Kinase-Phosphorylierungen der Zielmolekiile fihren.
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Abbildung 3.16: Epi-Drugs beeinflussen Kinase-Signalwege
A) Lumineszenzsignale des ,Human Phospho-Kinase Array”. 2102EP Zellen wurden mit den verschiedenen Epi-
Drugs fir 16 h behandelt. B) Die ermittelten Pixelintensitaten verschiedener Kinase-Ziele aus A. Wert mit einer
Pixelintensitat < 2500 wurden als nicht signifikant erachtet (Hintergundintensitat, grau hinterlegt). C) Membran
Layout des ,Human Phospho-Kinase Array”. Rot markierte Punkte zeigten Signale und wurden zur Auswertung
genutzt. D) Ubersicht der gespotteten Kinase-Ziele und Kontrollen (n = 2). p: phosphoryliertes Protein. In rot
markiert sind die detektierbaren und ausgewerteten Phosphorylierungen. Modifiziert nach Miiller et al. [212].
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Abbildung 3.17: Die Behandlung mit Epi-Drugs beeinflusst vor allem cAMP (CREB)-, JAK-STAT (STAT3/5)-

und WNT (B-Catenin)-Signalkaskaden

2) einzelner Kinaseziele im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle

Darstellung der Differenz der Pixelintensitat (n

(DMSO). Nur Differenzen von > 2000 zur Losungsmittelkontrolle wurden beriicksichtigt. Die Rohdaten sind in

Abbildung 3.16 A dargestellt. p: phosphoryliertes Protein. Modifiziert nach Mdiller et al. [212].
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3.8. HDACi und ihre Effekte auf die DHRS2-Expression

In dieser Arbeit flhrte die Inhibition mit Quisinostat zu einem starken Anstieg der DHRS2-
Expression (siehe 3.6). Ahnlich fiihrte auch die Behandlung mit anderen HDACi wie
Romidepsin, TSA (Trichostatin A), Vorinostat (SAHA) und Apicidin in KZT- und
Ovarialkarzinom-Zelllinien zu einer erhéhten DHRS2-Expression [177,179]. Um die Rolle von
DHRS2 in der HDACIi-Wirkung in urologischen Entitaten besser zu verstehen, wurden weitere
Expressionsanalysen durchgefuhrt. Es wurde zunachst eine Reihe verschiedener
kommerzieller (Quisinostat, Romidepsin, Vorinostat, Entinostat) und neu-synthetisierter
HDACI (LAK31, KSK64, MPK409) in Zelllinien der verschiedenen Entitaten auf DHRS2-
Hochregulierung getestet (Abbildung 3.18 A). Dabei war in fast allen Fallen eine starke
Hochregulierung von DHRS2 zu beobachten, auller in der Zelllinie DU145 unter Quisinostat-
und LAK31-Behandlung, sowie in RT112 unter Vorinostat und Entinostat. Bei der UC-Zelllinie
RT112 sei jedoch vermerkt, dass hier bereits die Grundexpression im Vergleich zu den
anderen Zelllinien deutlich héher war. Mittels Western Blot konnte nachgewiesen werden, dass
die HDAC-Inhibition nicht nur zu einer erhéhten Transkriptionsrate von DHRS2, sondern dies

auch zu erhéhten Proteinmengen fiihrt (Abbildung 3.18 B).
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Abbildung 3.18: Die DHRS2-Expression wird durch Behandlung mit verschiedenen HDACi in einer Vielzahl
an urologischen Tumorzelllinien stark erhoht

A) gqRT-PCR-Analyse der DHRS2-Expression nach verschiedenen HDACi-Behandlungen (16 h, ECso, [154]) in
KZT- (blau), UC- (orange), PCa- (grau) und RCC-Zelllinien (griin). B) Erhéhte DHRS2-Proteinlevel unter
Quisinostat-Behandlung in 2102EP. RT112 mit generell hohem DHRS2-Level dient als Positivkontrolle fir den
DHRS2-Antikdrper. B-Actin dient als Ladekontrolle des Western Blot.
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In einem nachsten Schritt wurde untersucht, welche Isoform von DHRSZ2 in den Zellen vorliegt
und vor allem welche der zehn bekannten Isoformen durch die HDACi-Behandlung
maoglicherweise induziert werden. Dazu wurde zunachst mit dem USCS (University of
California, Santa Cruz) Xena Browser Uberprift welche Isoformen in KZT, sowie gesunden
Hodengewebe vorlagen (Abbildung 3.19 A). So ist in beiden Geweben die kanonische Isoform
DHRS2 5 vorherrschend. Zusatzlich sind jeweils die kiirzeren Isoformen DHRS2 3 in KZT
und DHRS2_1 in normalen Hodengewebe, sowie DHRS2_4 in beiden exprimiert. Die beiden
langeren proteinkodierenden Isoformen 6 und 7 sind dagegen nicht oder in normalem Gewebe
nur sehr gering exprimiert. Die nicht-proteinkodierenden Isoformen DHRS2_2, 8, 9 und 10 sind

nur sehr gering bis gar nicht exprimiert.

Verteilung Isoformen

A TCGA testikulare KZT M proteinkodierend
Q 2 50 B 100% .
® GTEX Hoden nicht-proteinkodierend
E 1 3¢ 4da Sa 5¢
DHRS2 2 O - -
0.037)
1 3c da 5a 5f 59 5i
DHRS2_3 i i |
0037
2a 3c 4a 5a 5f 50 5i 5k 5n
DHRS2_5 i 1 11
0227
2b 3c 4a 5a 5d 50 5i 5k 5m
DHRS2_9 — - —_—
2c 3c 4a 5a 51 50 5§ 5k 5n
DHRS2_7 Hi I 13
0.707)
3a 4a 5b 5 5i 5K 5n
DHRS2_8 I ————
0497
3b 4a 5a 51 50 5§ 5k 5m
DHRS2_6 HH | -1 a
0.057
4bsa 5f 59 5h 5k 5n
DHRS2_4
0.087
4c5a st 59 5i 5l
DHRS2_1 H i i3
1077
58
DHRS82_10
B Name Transkript ID Linge Protein Biotyp
DHRS2_1 ENST00000553600.1 844 bp 161 AS proteinkedierend
DHRS2_2 ENST00000553896.5 1352 bp kein Protein prozessiertes Transkript, kein ORF
DHRS2_3 ENST00000432832.6 834 bp 225AS proteinkodierend
DHRS2_4 ENST00000557535.5 927 bp 180 AS proteinkodierend
DHRS2_5 ENST00000250383.11 1676 bp 280AS proteinkodierend
DHRS2_6 ENST00000611765.4 1287 bp 300 AS proteinkodierend
DHRS2 7 ENST00000344777.11 1678 bp 300 AS proteinkodierend
DHRS2_8 ENST00000556729.1 5318 bp kein Protein enthalt Intron
DHRS2_9 ENST00000556701.5 3157 bp kein Protein enthalt Intron
DHRS2_10 ENST00000556550.1 2595 bp kein Protein enthalt Intron

Abbildung 3.19: DHRS2-Isoformen und ihre Expression in KZT und Hodengewebe
A) Darstellung der UCSC Xena Browser-Daten zu DHRS2 in KZT der Hoden gegenuliber normalem Hodengewebe.
B) Ubersicht der DHRS2-Isoformen. Hellblau hinterlegt sind proteinkodierende Isoformen.
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In den anderen urologischen Entitaten UC, PCa und RCC ist ebenfalls die kanonische Isoform
DHRS2 5 sowohl in den Tumoren als auch im entsprechenden gesunden Gewebe
vorherrschend (Abbildung 3.20). Die Isoform DHRS2 3, welche in KZT, jedoch nicht im
Hodengewebe exprimiert ist, ist in allen anderen urologischen Geweben Harnblase, Prostata
und Niere vertreten. Ebenso sind die Isoformen 7 und 6, welche nur in Hodengewebe, aber
nicht in KZT auftreten auch in Tumoren der Harnblase und Prostata zu finden. Es konnte keine
Isoform identifiziert werden, welche ausschliellich in malignem Gewebe auftritt. Neben der

kanonischen Isoform 5 sind vor allem Isoform 3 und 4 exprimiert.

uc PCa RCC
Verteilung Isoformen Verteilung Isoformen Verteilung Isoformen
(] b 50 75 100% 0 2 50 i/ 100% [} 25 50 5 100%
£ £ 5357 2 na)
S .9 £
DHRS2 2 O a ]
007 0.047) 003
DHRS2_3
0047 0.027 0027
DHRS2 5
0.29 0.697 083
DHRS2_9 _— —
15,64 il 068
DHRS2_7
0.58 1649 0.80
DHRS2 8
0.457 0.15
DHRS2_6 ———
0.08 0.027 0.057
DHRS2 4 —
0.687 0.107
DHRS2_1
0.617 3647 0167
DHRS2_10
TCGA Urothelkarzinom Blase TCGA Adenokarzinom Prostata TCGA klarzelliges Nierenkarzinom
GTEX Blase GTEX Prostata GTEX Niere

Abbildung 3.20: Expression der DHRS2-Isoformen in UC, PCa und RCC, sowie ihren entsprechenden
gesunden Geweben Blase, Prostata und Niere
Diese Abbildung wurde mithilfe des UCSC Xena Browsers (https://xenabrowser.net/transcripts/) erstellt.

Um zu identifizieren, ob alle oder nur bestimmte Isoformen durch HDACi-Behandlung
hochreguliert werden, wurden die RNA-Seg-Daten in Bezug auf die DHRS2-Isoformen
genauer analysiert. Zusatzlich wurden Transkriptomanalysen zu HDACi LAK31 analysiert,
welche neben 2102EP auch in den Zelllinien VM-CUB-1 (UC), Caki-1 (PCa) und DU145 (RCC)
erfolgten [154], um so ein breites Spektrum an Entitaten zu inkludieren (Abbildung 3.22). In
den Lésungsmittel-behandelten Kontrollen (DMSQO) der EC-Zelllinie 2102EP zeigte sich die
hdchste basale Expression von DHRS2, hierbei vor allem in Isoform 5 (Abbildung 3.22).
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Entgegen der Gewebe-Analyse mit DHRS2 5 als vorherrschender Isoform, war in den
Zelllinien VM-CUB-1 und Caki-1 vor allem DHRS2_7 exprimiert. In DU145 war nahezu keine
Expression von DHRSZ2 detektierbar. Die Behandlung mit HDACi Quisinostat und LAK31
fUhrte zu einem Anstieg der Isoformen 1, 4, 5, 7, 8 und 9. Der gréte Anstieg der Expression
war auch hier in der kanonischen Isoform DHRS2_5 (Abbildung 3.22). Interessanterweise kam
es zu einem starken Anstieg der beiden nicht-proteinkodierenden Isoformen 8 und 9, welche
besonders lange Transkripte mit enthaltenem Intron darstellen. Die Isoformen DHRS2_2 und
DHRS2_3 sind hingegen nicht von der durch HDACi hervorgerufenen Expressionserh6hung
beeinflusst und sind sowohl vor als auch nach Behandlung, nicht exprimiert (auf3er in
VM-CUB-1 DMSO). In einem nachsten Schritt wurden Primer designt, welche spezifisch
bestimmte Exons amplifizieren, um so verschiedene Gruppen von Isoformen mittels gRT-PCR
unterscheiden zu kénnen. Mit dieser Methode lasst sich nur DHRS2_8 eindeutig quantifizieren.
Eine eindeutige Unterscheidung der anderen Isoformen ware nur durch Transkripte mit voller
Lange mdglich, da viele Exons in mehreren Isoformen vorkommen (siehe Abbildung 3.21). Als
Exons wurden Exon 1, Exon 2(a/b/c), Exon 3a, Exon 5b/d, Exon 5n/m (eher als Mal} der
generellen DHRS2-Expression) sowie der Ubergang von Exon 2 nach 3c ausgewanhlt. Das
Primerpaar, welches in den vorangegangenen Versuchen genutzt wurde, bindet in Exon 5a
und 5f (sowie b und d), kann also die Isoformen 1, 3, 4, 5, 6 und 7 detektieren. Die Isoformen
8 und 9 sind theoretisch mdglich, sind aber aufgrund der zu kurzen Amplifikationszeit der qRT-

PCR und der Lange des entstehenden Amplikon auszuschlie3en.
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Abbildung 3.21: qRT-PCR Strategie zur Expressionsananalyse der verschiedenen DHRS2-Isoformen
Die Lage der Primer in den Exons, sowie deren Transkriptionsrichtung sind durch Pfeile dargestellt. Diese
Darstellung gibt nur eine ungefahre Lokalisation der Primer wieder und ist nicht mafRstabsgetreu.

Zum Test dieser Primerkonstellationen wurden 2102EP Zellen mit Quisinostat und LAK31
behandelt, um diese Daten mit den RNA-Sequenzierungen vergleichen zu kénnen. Zusatzlich
wurde Romidepsin untersucht. Es kam unter allen HDACi-Behandlungen zu einem Anstieg
der jeweiligen Exonfragmente (Abbildung 3.23). Die Expressionsintensitat war fir Exon 1 und
Exon 2/3c sehr gering. Dies kann bei Exon 1 durchaus auf die geringe Expression der
Isoformen 2 und 3 zurlickzuflihren sein, bei Exon 2/3c, welches dieselben Isoformen wie das
Primerpaar fir Exon 2 amplifiziert, ist die niedrige Expressionsintensitat vermutlich eher auf
eine schlechte Primereffizienz zurlickzufihren. Durch eine Normierung gegen die DMSO-
Kontrolle und dem damit berechneten Fold Change, sind die verschiedenen Amplikons jedoch
wieder miteinander vergleichbar. Der gréRte Anstieg der Expression nach HDACi-Behandlung
in 2102EP ist bei Exon 2/3c zu beobachten, was den Isoformen DHRS2 5, 7 und 9 entspricht.
Dies waren, neben der Isoform DHRS2_8, welche ebenfalls stark hochreguliert war (Exon 3a),
auch die am starksten hochregulierten Isoformen in der RNA-Seq Analyse. Die Isoformen
DHRS2 2 und 3 konnten, anders als in der RNA-Seq, mittels gqRT-PCR in sehr geringen
Mengen nachgewiesen werden und zeigten ebenfalls eine erhdhte Expression nach HDACI-

Behandlung.
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Abbildung 3.22: Detaillierte Analyse der Transkriptomdaten zur ldentifizierung deregulierter DHRS2-
Isoformen

A) Darstellung der Expression der DHRS2-Isoformen. Diese Abbildung wurde mit der CLC Genomics Workbench
von Patrick Petzsch (Genomics & Transcriptomics Labor (GTL) Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, Core Facility
fir RNA-Seq) erstellt. Die Transkriptomdaten fir LAK31 wurden von Aaron Burmeister generiert [154] Die RNA-
Isolation erfolgte bei Quisinostat nach 16 h, bei LAK31 nach 24 h. Eine Darstellung er einzelnen gemessenen
Reads ist in Anhang 11 zu finden. B) Balkendiagramm der RPKM-Werte der einzelnen DHRS2-Isoformen aus A.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit konnten sieben epigenetische Inhibitoren als Therapieoption fur (Cisplatin-
resistenter) KZT identifiziert werden. Zusatzlich wurde die Wirkung dieser Epi-Drugs, sowie

deren (Neben-)Effekte auf die epigenetische Landschaft genauer analysiert.

4.1. Das Potential verschiedener Epi-Drugs zur Behandlung von Keimzelltumoren

Im Zuge dieser Arbeit wurden 16 verschiedene Epi-Drugs als mdgliche Therapieoption flr
(Cisplatin-resistente) KZT getestet. Vier dieser Epi-Drugs reduzierten die Zellviabilitat
verschiedener KZT-Zelllinien unterschiedlicher klinischer Entitdten bereits im nanomolaren
Konzentrationsbereich (Quisinostat, JIB-04, Chaetocin, MZ-1), weitere vier Inhibitoren wirkten
in niedrigen mikromolaren Konzentrationen bis 50 uM (PBIT, LP99, PRT4165, GSK343)
(Abbildung 4.1). Aufgrund der erhobenen Toxizitatsdaten kommen die getesteten Epi-Drugs
als potentielle Therapieoption fir SE, EC und YST KZT-Entitaten, sowie deren Cisplatin-
resistente Subtypen in Frage, da diese im Vergleich sensitiver auf die Behandlung reagieren
als normale, nicht-maligne Fibroblasten. CC sind eher weniger fur die Behandlung mit Epi-
Drugs geeignet, da sie generell weniger sensitiv auf die Behandlung reagieren. Um diesen
Umstand weiter zu erlautern, muss zunachst die Herkunft der CC-Zelllinien diskutiert werden.
Neben KZT-Hodentumoren kénnen CC auch als Tumoren bei Schwangerschaften auftreten
und gelten aufgrund der Fahigkeit das vaskulare System zu befallen, als aggressivste Form
der gestationsbedingten trophoblastischen Neoplasie [232]. In Abhangigkeit ihres Ursprungs
werden beide CC unterschiedlich chemotherapeutisch behandelt: gestationsbedingte CC
werden bei niedrigen Risiko (Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique
(FIGO)-Score < 7) mit Methotextrat oder Actinomycin D, bei hohem Risiko (FIGO-Score = 7)
nach dem EMA-CO-Schema (Etoposid, Methotrexat, Actinomycin, Cyclophosphamid und
Vincristin (Oncovin®)) behandelt [233]. Im Gegensatz zu den Keimzell-basierten CC reagieren
gestationsbedingte CC meist sensitiver auf Chemotherapien mit guten Heilungschancen [234].
Die Keimzell-basierten CC werden je nach Stadium nur beobachtet (nicht-metastasiert, FIGO
Stadium la, TNM-Stadium | mit niedrigem Risiko) oder mit der Resektion des Tumors gefolgt
von einer Chemotherapie bestehend aus Bleomycin, Etoposid und Cisplatin (FIGO Stadium
> la, TNM-Stadium II) [21,235]. Trotz unterschiedlichem Ursprungs sind alle CC sowohl im
Krankheitsbild, als auch histologisch identisch und bestehen aus Zytotrophoblast- und
Synzytiotrophoblast-Zellen [236,237]. Bei den in dieser Arbeit benutzten CC-Zelllinien handelt
es sich um Zellen mit gestationsbedingtem Ursprung, sind also eher Trophoblasten-
Zellmodelle, da es keine etablierten CC-Zelllinien aus KZT gibt. Trotz des gestationsbedingten
Ursprungs sind die CC-Zelllinien JAR und JEG-3 sehr resistent gegen die Epi-Drug-
Behandlung, sowie anderen Chemotherapeutika wie z.B. CDK4/6-, ARID1A- und ATR- (ATM-
Rad3-related) Inhibitoren [154,177,238,239]. Eine mdgliche Erklarung ist die Anwesenheit

85



Diskussion

einer Stammzell-dhnlichen Population in CC [240-242]. Die Existenz dieser Stammzell-
ahnlichen Zellpopulation, welche sich spater zu Trophoblastenzellen entwickeln kann, wurde
vor allem in der CC-Zelllinie JEG-3 untersucht [241,242]. Peng et al. stellten die Hypothese
auf, dass die Stammzell-Ahnlichkeit durch miR-497-5p und dessen Zielgen SALL4 beeinflusst
wird [243]. Bei der Isolierung der Stammzell-dhnlichen Subpopulation kommt es zu DNA-
Hypermethylierung der miR-497-5p kodierenden Sequenz und dem damit einhergehendem
Silencing (Gen-Stilllegung), was zu einer erhéhten Expression von SALL4 fuhrt. SALL4 gilt als
Stammzell-assoziiertes Gen und wird als Tumor-Marker in verschiedenen Krebsarten, wie z.B.
dem Leberkarzinom oder dem kolorektalen Karzinom diskutiert [243—247]. So kam es in der
SALL4 Gberexprimierenden Stammzell-Subpopulation zu einer verringerten Sensitivitat gegen
die Chemotherapie-Medikamente Methotextrat, 5-Fluoruracil, Dactinomycin und Etoposide im
Vergleich zur parentalen JEG-3 Zelllinie [243]. Um festzustellen ob primar eine
stammzellartige Subpopulation nach Behandlung mit Epi-Drugs Uberlebt und welche anderen
Faktoren eine Rolle spielen, sind jedoch weitere Untersuchungen nétig. Die unterschiedliche
Sensitivitat innerhalb der CC-Zelllinien mit JAR und JEG-3 als relativ resistente Zellen gegen
die Epi-Drug-Behandlungen und BeWo als sensitivere CC-Zelllinie ist auf kleine Unterschiede
im Transkriptom zuriickzufihren. Auch andere Studien zeigten Unterschiede zwischen den
Zelllinien JAR, JEG-3 und BeWo durch abweichende Tauglichkeit als Modell zur Untersuchung
von Wachstumsfaktorabhangigkeiten, Hypoxie oder als Plazentamodell [248—-251].

Frihere Studien in KZTs zeigten ebenfalls groRes Potential fir die Behandlung mit HDACI. Im
Vergleich zeigte Quisinostat hohere Effektivitat in EC-Zelllinien als Belinostat oder Vorinostat
und zeigte ein ahnliches Zytotoxizitatsprofil zu HDACi Panobinostat [176,177]. Im Vergleich
mit dem HDAC1/2 Inhibitor Romidepsin lagen die ECsp-Konzentrationen von Quisinostat in
KZT zwar hoher, Quisinostat weist jedoch ein verbessertes pharmakokinetisches Profil auf
[177,252]. So ist die mittlere Plasmahalbwertszeit von Quisinostat mit 8,8 h (bei einer Dosis
von 12 mg/m?) deutlich héher als bei Romidepsin mit einer Halbwertszeit von 2,95 h (bei einer
Dosis von 14 bzw. 18 mg/m? in T-Zell-Lymphom-Patienten) bzw. 6,51 h (bei einer Dosis von
13,3 mg/m? in Patienten mit soliden Tumoren unter anderem Kolorektalkarzinom und
Brustkrebs) [252-254]. Auch die Patientenvertraglichkeit zeigt sich nach ersten Studien
verbessert mit weniger Inhibitor-induzierten Elektrokardiogramm-Veranderungen (EKG) wie
der T-Kurven Abflachung einem typischen HDACi Effekt (Romidepsin 88 %, Quisinostat 16 %
der Patienten) [252,255]. Auch eine durch HDACi-Behandlung verursachte Ubelkeit wurde
seltener beobachtet (Romidepsin 78 %, Quisinostat 31,5 % der Patienten) [252,255].
Quisinostat, JIB-04 und Chaetocin wurden zusatzlich in Zelllinien weiterer urologischer
Malignitaten wie UC, PCa und RCC getestet, welche sich ebenfalls sensitiv gegenlber der

Epi-Drug-Behandlung erwiesen. Weitere Test, sowohl in weiteren Zelllinien als auch
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molekularbiologische Analysen mit den Epi-Drugs sind nétig, um die besten Inhibitoren fir
diese Entitaten zu finden und die Wirkmechanismen und Funktionswege besser zu verstehen.
UC weisen besonders haufig epigenetische Veranderungen wie aberrante DNA-Methylierung
oder veranderte Chromatinremodellierung auf [256]. Es gibt in UC bereits vielversprechende
Studien mit anderen Epi-Drugs wie BET, HDAC und DNMT Inhibitoren [257-260]. PCa und
RCC weisen im Bereich der Epigenetik vor allem veranderte DNA-Methylierungsmuster auf,
aber auch Mutationen oder veranderte Expressionsprofile von Histonmodifikatoren kénnen
auftreten [261,262]. In PCa werden Epi-Drugs als moégliche Lésung zur Resensitivierung fur
die Bestrahlungstherapie diskutiert [262] und in RCC kdnnten epigenetische Veranderungen
als prognostische Biomarker eingesetzt werden, aber auch hier gibt es Uberlegungen zu
epigenetischen Therapieansatzen [261]. Von den in dieser Arbeit getesteten Epi-Drugs wurde
bereits Chaetocin in einer Reihe von Tumorzellen verschiedener Entitaten getestet. Mit guten
Erfolgen sprachen Zellen solider Tumoren wie NSCLC (Lungenkarzinom, aus dem Englischen
»hon-small-cell lung cancer®), Melanom oder Brustkrebs auf die Behandlung an, wohingegen
Leukamie-Zelllinien weniger sensitiv waren [263]. In der Studie von Isham et al. wurden auch
die Nieren- und Prostatakarzinom-Zelllinien Caki-1, 786-O, ACHN, DU145 und PC-3 getestet.
Hier wurde ein reduziertes Zellwachstum unter Behandlung mit Chaetocinkonzentrationen im
Bereich zwischen 100 nM und 1 pM festgestellt [263]. Dieser Bereich ist dabei dhnlich zu den
in dieser Arbeit ermittelten Chaetocinkonzentrationen in diesen urologischen Entitaten (RCC
und PCa).

Durch die meisten Behandlungen mit den getesteten Epi-Drugs konnte entweder Apoptose
oder ein Zellzyklusarrest induziert werden, wobei dieser Effekt jedoch Zelllinien-abhangig war.
Im Vergleich dazu, zeigten Fibroblasten keine Zellzyklusveradnderungen und nur eine geringe
Induktion von Apoptose. Auch die ersten Versuche in humanen Gewebeproben zeigten einen
Anstieg der Apoptosemarker APAF1 und FAS und bieten damit eine gute Voraussetzung fir
weitere in vivo Analysen.

Quisinostat wurde als Einziger der hier getesteten Epi-Drugs bereits in klinischen Studien
eingesetzt. In Phase 2 Studien wurden unter anderem die Behandlung mit Quisinostat von T-
Zell-Lymphomen getestet oder die Behandlung als Zweitlinientherapie bei Ovarialkrebs in
Kombination mit Paclitaxel und Carboplatin geprift (ClinicalTrials.gov, Identifizierungsnummer
NCT01486277 und NCT02948075). Auch JIB-04 und Chaetocin wurden bereits im
Mausmodell getestet, JIB-04 verringerte erfolgreich das Wachstum von Lungentumoren in
Maus-Xenotransplantationen, wahrend Chaetocin bei der Behandlung von Hepatomen und
Ovarialkrebs Xenotransplantationen das Tumorwachstum reduzierte [219,263,264].

Generell werden von den Epi-Drugs bisher nur Vertreter der DNMTi und HDACi durch die FDA
und der europaischen Arzneimittelagentur (EMA, European Medicines Agency) zur

Behandlung seltener Krankheiten zugelassen (sogenannte Orphan Drugs). Dazu zahlen als
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DNMTi beispielsweise 5-Azacytidin und Decitabin, sowie die HDACi Belinostat, Panobinostat,
Romidepsin und Vorinostat (https://www.fda.gov). Tazemetostat (Tazverik, gegen EZH2)
wurde 2020 als erster Inhibitor gegen Histonmethylierungs-Modifikatoren von der FDA als
Orphan Drug, sowie zur Behandlung von inoperablen epitheloiden Sarkomen zugelassen,
ebenfalls eine Erkrankung junger Erwachsener (Zulassung ab 16 Jahre und alter) [141]. Die
Epi-Drugs sind also eine relativ neue Therapieoption, welche in der Behandlung

verschiedener, vor allem onkologischer Erkrankungen getestet werden.
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Abbildung 4.1: Zusammenfassung der Effekte der sieben besten Epi-Drugs in KZT-Zellen.
Modifiziert nach Mdller et al. [212].
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4.2. Die Wirkung und Nebenwirkung von Epi-Drugs auf molekularer Ebene

Neben den zytotoxischen Effekten wurden auch die molekularen und epigenetischen Effekte
der Epi-Drugs untersucht. Die meisten Studien zu neuen Wirkstoffen Uberprifen oft nur die
zytotoxische Wirkung oder die zu erwarteten Effekte des Agenz. Allerdings ist die Kenntnis
Uber potentielle off-target-Effekte fur eine Risikoabschatzung bei neuen Wirkstoffen sehr
wichtig, um mdgliche durch das Molekll verursachte Prozesse in eine Behandlung mit
einzubeziehen. Leider sind diese Nebenwirkungen auf molekularer Ebene oft abhangig von
der Art und dem Differenzierungsstand der Zelle. Ein globaler Ansatz, der mdglichst viele
molekulare Veranderungen abdeckt, ist daher wilnschenswert. Die massenspektrometrischen
Histonanalysen der epigenetischen Landschaft in dieser Arbeit zeigten neben den erwarteten
Veranderungen der Histonmodifikationen auch off-target-Effekte (Abbildung 4.1). Die
Behandlung mit HDACi Quisinostat fuhrte zu einem Anstieg der globalen Histonacetylierung
mit Ausnahme von H4K20ac und H2A3K15ac (Abbildung 4.1). Quisinostat hat die starkste
Affinitat zu HDAC1 (Anhang 12), welche auch H4K20 als Ziel acetyliert [265]. H4K20ac wurde
als repressive Modifikation im Zusammenhang der Gentranskription beschrieben, wohingegen
Histonacetylierung generell eher in positiver Korrelation zur Transkriptionsaktivitat steht.
H4K20ac co-lokalisiert mit dem repressiven NRDF/REST (neuron-restrictive silencer
factor/repressor element 1-silencing transcription) Komplex und verhindert somit die Bindung
von Transkriptionsfaktoren [266]. Es besteht also die Mdglichkeit, dass die H4K20ac anders
als andere Histonacetylierungen reguliert wird, da es im Gegensatz zu H3-Acetylierungen vor
allem in nicht-zuganglichen Heterochromatinbereichen vorhanden ist. Das vermehrte
Auftreten von H4K20me3 als sekundarer Effekt der Quisinostat Behandlung wurde ebenfalls
von Arts et al. in Ovarialkarzinomzelllinien gezeigt (Abbildung 4.1) [213]. Ein niedriges Level
an H4K20me3 gilt als Kennzeichen humaner Tumoren und wurde unter anderem auch in der
EC-Zelllinie NT2/D1 nachgewiesen [267]. Warum ein Verlust des Heterochromatinmarkers
H4K20me3 vermehrt in entarteten Zellen auftritt, ist noch nicht endgultig geklart, da auch die
Verteilung im Genom eher zell- als tumorspezifisch ist [268]. Es scheint jedoch einen
Zusammenhang zwischen Mutationslast und H4K20me3 Status in Tumorzellen zu geben, da
wie Gopi et al. zeigen konnten, in Genombereichen ohne H4K20me3 auch eine hoéhere
Mutationslast vorlag [268]. Ein Anstieg von H4K20me3 durch die Quisinostat-Behandlung
kdnnte somit einen anti-tumoralen Effekt haben [213,267], und durch damit einhergehende
Etablierung von Heterochromatin und damit verbundener Repression von Genen zu einer
Verringerung der Proliferation flhren.

Die Behandlung mit JIB-04, welcher primar KDM5A/JARID1A inhibiert, fihrte zu dem
erwarteten Anstieg der H3K4me2/me3-Modifikationen, noch deutlicher war jedoch ein Anstieg
von H3K9me2/me3 zu beobachten (Abbildung 4.1). Ahnlich dazu zeigten Wang et al. eine
verringerte Aktivitdt der H3K9-Demethylierung in JIB-04 behandelten NSCLC Zellen und
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Tumoren, i.e. keine Abnahme des H3K9me3 Substrats im JMJD2-Demethylase-Aktivitats-Kit
(Epigentek) nach Zugabe von JIB-04 behandeltem Zelllysat [219]. Eine mégliche Erklarung fur
den Anstieg ware die Inhibition anderer Jumonji HDM durch JIB-04 wie KDM4D, welches
primar in Hoden exprimiert wird und spezifisch H4K9me2/me3 demethyliert [269,270].
Allerdings sind die mRNA-Level von KDM4D und anderen potentiellen JIB-04-Zielen in KZT-
Zelllinien sehr niedrig und damit biologisch in diesem Kontext weniger relevant (Anhang 12).
Eine andere Erklarung fur die Akkumulation von H3K9me2/me3 ware hingegen ein Anstieg in
der Aktivitat von H3K9me2/me3-HMT.

Die Inhibition der HMT SUV39H1 durch Chaetocin fiuhrte zu der erwarteten Reduktion der
H3K9 Di- und Trimethylierung [221,228]. In Drosphila melanogaster SL-2 Zellen flhrte die
Behandlung mit Chaetocin zu einem Anstieg von unmodifiziertem und einfach methyliertem
H3K9, bei gleichzeitiger Abnahme von H3K9me2/me3 [221]. Als off-target Modifikationen
blieben dabei H3K27/K36/K79-Methylierungen gréRtenteils unbeeinflusst, mit der Abnahme
von H3K27/K36me2 als einziger Ausnahme. In dieser Arbeit fihrte die Behandlung mit
Chaetocin ebenfalls zu einer Abnahme von H3K27/K36me2 in 2102EP-Zellen, zusatzlich
jedoch auch zu einer Abnahme von H3.3K27me1 und einer Zunahme von H3K79me3
(Abbildung 4.1). Letztere Modifikation wurde in der Studie von Greiner et al. jedoch nicht
untersucht [221]. Zhang et al. wollten mit Chaetocin die H3K9-Methylierung in Schaf-
Fibroblasten modulieren, um das Klonieren von Embryos aus somatischen Zellen (SCNT, aus
dem Englischen ,somatic cell nuclear transfer”) zu verbessern. Die Behandlung mit Chaetocin
in den Fibroblasten zu fihrte zu der Reduktion von H3K9me2 und H3K9me3. Zuséatzlich wurde,
anders als in dieser Arbeit, ein leichter Anstieg an 5mC und nahezu gleichbleibende Level an
5hmC in der DNA-Methylierung im Vergleich zur Kontrolle beobachtet [228]. Die in dieser
Studie genutzten Konzentrationen lagen zudem um ein Vielfaches niedriger (ECso 20 nM nach
48 h) als in der vorliegenden Arbeit (Durchschnitt ECsp 138 nM nach 48 h in Fibroblasten). Die
Schafzellen reagierten daher deutlich empfindlicher auf die Behandlung mit Chaetocin.

Fur den BET-Inhibitor MZ-1, einem PAHiI, sind als Inhibitor eines Readers keine primaren
Anderungen der epigenetischen Landschaft durch das Enzym selbst zu erwarten. Dennoch
kam es bei der Behandlung mit MZ-1 zu einer Anhdufung von H3K64ac und H2A3K15ac
(Abbildung 4.1), beides Modifikationen tber deren Funktion nur wenig bekannt ist. H3K64ac
wurde mit aktiver Transkription assoziiert und ist an der Regulation von Nukleosomdynamiken
beteiligt [271], wohingegen H2AK15ac bei DNA-Schaden vorkommt und im HDR-
Mechanismus (homologous directed repair) eine Rolle spielt [272].

Im Vergleich zu Quisinostat fuhrte die Behandlung mit LP99 zu gegensatzlichen
Modifikationsanderungen, also einer Abnahme der Histonacetylierung, erneut mit der
Ausnahme von H4K20ac, welche zunahm (Abbildung 4.1). Dies ist ein weiterer Hinweis auf

eine differenzielle Regulierung der H4K20-Acetylierung, wie oben bei Quisinostat diskutiert.
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Drost et al. haben gezeigt, dass ein shRNA-Knockdown von BRD7 zu einer Abnahme von
H3K9ac fihrt [273]. Dies und die Tatsache, dass sowohl BRD7/9 als auch HDAC- und HAT-
Enzyme Teil des SWI/SNF-Chromatin-Remodellierungskomplexes sein kénnen lasst darauf
schlieften, dass BRD7/9, HDAC und HAT mit ahnlichen Zielregionen assoziiert sind [274-277].
Dies konnte bedeuten, dass BRD7/BRD9 bestimmte HAT wie NuA4, SAGA oder EP300 tber
den SWI/SNF-Komplex rekrutieren kann und somit fiir die Acetylierung von Histonen sorgt.
Generell sind BRD7 und BRD9 Gegenstand der aktuellen Forschung da bisher noch wenig
Uber ihre Funktion bekannt ist. Durch Beteiligung an Zellzyklus und Zellproliferation, sowie
bestatigte Interaktionen mit p53 wird auch eine Rolle als Tumorsuppressor von BRD7 diskutiert
[273,278].

Unter Behandlung von PRT4165 kam es ebenfalls zu vielen unerwarteten Anderungen der
epigenetischen Landschaft. Als Inhibitor einer Ubiquitinligase kam zu mehreren Anderungen
von Histonmethylierungen und -acetylierungen (z.B. H3K36ac/me2/me3, H3K79ac/me1); dies
zu einem Zeitpunkt (16 h) bei dem noch keine Anderungen der Histonubiquitinierung zu
beobachten waren (Abbildung 4.1). Ismail et al. konnten eine Verringerung der H2AK119ub
bereits nach 60 min in U20S Zellen (Osteosarkom) beobachten, allerdings erfolgte in 2102EP-
Zellen in der vorliegenden Arbeit eine Reduktion der Ubiquitinierung erst nach 48 h [224].
Bakhoum et al. konnten zeigen, dass die Abnahme von H2AK119ub von der Expression der
PRC1-Komponenten abhangig ist. So erfolgte eine starke Reduktion von H2AK119ub durch
die PRT4165 Behandlung in uvealen Melanomzellen 92.1, einer Zelllinie, in der hohe Level
der PRC1-Komponenten BAP1, RING1 und RNF2 vorliegen, bereits nach 2 h. In der Zelllinie
MP38, mit deutlich niedrigeren PRC1-Komponentenmengen und dadurch niedrigerer Aktivitat
von PRC1, war die Abnahme deutlich schwacher [279]. Ahnlich zeigten Desai et al. eine
signifikante Abnahme der Ubiquitinierung nach 36 h (gegeniber 24 h) nach PRT4165
Behandlung in undifferenzierten KIND1-Zellen (embryonale Stammzellen, ES), welche hohe
Proteinlevel an RNF2, jedoch wenig BMI1 aufwiesen. Die Expression der PRC1 Komponenten
in KZT-Zellen weist ebenfalls héhere Genexpression von RING1 auf, jedoch niedrige
Expression von BMI1 und RNF2 (Anhang 12), was jedoch auf Proteinebene noch bestatigt
werden muss. Eine Studie von Wang et al. deutete darauf hin, dass die katalytische
Ubiquitinligase-Aktivitat von PRC1 hauptsachlich auf RNF2 beruhte [280], jedoch zeigt RING1
in vitro E2-Ligase-Aktivitat und kann in vivo die Funktion von RNF2 in Fallen wie der X-
Chromosom-Ubiquitinierung ersetzen [224,281]. Die verzdgerte Reduktion an H2AK119ub
kdnnte demnach auf eine reduzierte Menge an funktionellem PRC1-Komplex zurlickzuflihren
sein, wobei zusatzlich einige PRT4165-Molekille durch freies RING1 abgefangen werden
kdénnten.

Auch die Inhibition mit GSK343 flihrte zu der erwarteten Reduktion von H3K27me1/me2,
jedoch nicht zu der in Verma et al. gezeigten H3K27me3 Reduktion [225] (Abbildung 4.1).
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Zusatzlich zu Drug-spezifischen off-target-Effekten kam es unter allen getesteten Epi-Drug-
Behandlungen zu einer Erhéhung von H3R49me2 in 2102EP. Leider ist Uber die Funktion
dieser Modifikation noch nicht viel bekannt. Mehrere Studien deuten auf eine direkte
Interaktion mit der DNA hin und postulieren die Regulation der Genexpression im
Zusammenspiel mit H3K56ac (Transkription aktivierend) [282-284]. Auch H3R42me2,
welches ebenfalls mit transkriptioneller Aktivierung in Verbindung gebracht wurde, lag in allen
Behandlungen erhdht vor, wenn auch weniger stark ausgepragt [285].

Zusétzlich zu den Anderungen der Histonmodifikationen beeinflussten die Epi-Drugs, welche
auf Histonmodifikatoren abzielen, auch den DNA-Methylierungsstatus der Zellen (Abbildung
4.1). So kam es unter der Behandlung mit den Epi-Drugs (auRer HDACi Quisinostat) zu einer
Reduzierung der DNA-Methylierung 5mC. Es gibt zwei Arten der DNA-Demethylierung: die
aktive und die passive Demethylierung. Letztere verlduft Uber eine groRere Dauer von
mehreren Replikationszyklen. Es ist daher wahrscheinlicher, dass es nach der Behandlung mit
Epi-Drugs zur aktiven DNA-Demethylierung (ADD) kommt, da die Abnahme an 5mC bereits
nach 24 h erfolgte. Neben der tendenziellen Abnahme von 5mC erfolgte die gleichzeitige
Zunahme von 5hmC. Die Bildung von 5hmC ist der erste Zwischenschritt im Prozess der ADD
und erfolgt durch TET-Enzyme (TET1-3) [100]. Somit ist die Zunahme von 5hmC ein weiterer
Indikator fiir den ADD-Prozess. Der hier gewahlte Zeitpunkt zur Uberpriifung des DNA-
Methylierungsstatus ist mit 24 h sehr friih gewahlt, allerdings sind bei spateren Messungen
bereits hohe Apoptoseraten zu erwarten wodurch eine verlassliche Messung durch den
simultanen Abbau der DNA erschwert werden wiirde [286]. Um weiter zu verfolgen ob die ADD
Uber die oxidative Desaminierung oder den in KZT bevorzugten oxidativen DNA-
Demethylierungsweg verlauft [165], sind weitere Untersuchungen nétig. In KZT wurden bereits
DNMTi als Therapieoption untersucht. So kam es unter Verwendung der Nukleosidanaloga 5-
Azacytidin und Decitabin, sowie einem neueren synthetischen Flavonoid-Wirkstoff MLo1302
zur Induktion von Apoptose, sowie Zellzyklusstérungen in EC-Zelllinien und deren Cisplatin-
resistenten  Sublinien [174,175,287,288]. Eine Co-Behandlung mit DNMTi und
Histonmodifikation-basierten Inhibitoren ware daher denkbar und kénnte zu synergistischen
Effekten in der Verringerung des Tumorwachstums fuhren, wie schon erfolgreich mit der
Kombination von Panobinostat oder Belinostat (HDACi) mit Decitabin (DNMTi) in B-Zell-
Lymphom- und Ovarialkarzinom-Xenograftmodellen gezeigt [289,290].

Welche allgemeinen Erklarungen gibt es fur die Nebeneffekte der Epi-Drugs auf die
epigenetische Landschaft? Die Expression alternativer Zielmolekiile der Epi-Drugs derselben
Enzymklasse sind in KZT-Geweben und Zelllinien eher niedrig bis nicht exprimiert (Anhang
12). Damit sind alternative Zielmolekile mit unterschiedlicher enzymatischer Aktivitat als
Verursacher der Nebeneffekte eher unwahrscheinlich, jedoch nicht vollstandig

auszuschliefRen.
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Des Weiteren konnten nach Behandlung mit Epi-Drugs keine signifikanten Deregulationen der
Expression von epigenetischen Modifikatoren identifiziert werden. Somit sind die
beobachteten off-target Modifikationsanderungen nicht direkt auf eine veranderte Expression
von Modifikatoren zuriickzufihren. Eine Ausnahme hiervon ist die Hochregulation von HDAC9
unter GSK343 Behandlung (Anhang 9), womit sich die verringerte Acetylierung von H3K9ac
und H3K16ac erklaren lasst. Da HDACs selbst jedoch keine Spezifitat flr bestimmte Histon-
Lysinreste haben, bleibt zu klaren, warum sie die verstarkte Deacetylierung nur auf H3K9ac
und H3K16ac beschrankt.

Eine mdgliche Erklarung fir den Modus Operandi der Epi-Drugs ist der Einfluss auf die
Genexpression in mehreren Schritten. So verursacht jede Epi-Drug Veranderungen in der
epigenetischen Landschaft, wodurch die Expression von Transkriptionsregulatoren und
Signalmolekulen beeinflusst wird (Regulator erster Ebene) (Abbildung 4.2). Diese erste Ebene
beeinflusster Molekiile bzw. Enzyme kann wiederum entweder selbst die Aktivitat
epigenetischer Modifikatoren regulieren oder aber die Expression weiterer epigenetischer

Modifikatoren beeinflussen (Regulator zweiter Ebene) (Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2: Funktionsweise der Epi-Drugs und die Entstehung von off-target Effekten durch
Chromatinmodifikation

Vorgeschlagener Modus operandi der Epi-Drugs durch induzierte Anderung des Chromatinstatus, also dem
SchlieBen des Chromatins und stillgelegter Transkription oder dem Offnen des Chromatins, welches vor allem die
Transkription von Signalmolekilen und Transkriptionsregulatoren beglinstigt (Regulator erster Ebene). Diese
Regulatoren der ersten Ebene kdnnen entweder direkt die Aktivitat epigenetischer Modifikatoren beeinflussen
(links) oder induzieren die Expression weiterer Faktoren, die dann mit epigenetischen Modifikatoren interagieren
(Regulatoren zweiter Ebene, rechts). Diese Abbildung wurde mit BioRender erstellt. Modifiziert nach Miller et al.
[212].

Die Behandlung mit Quisinostat verursachte die Deregulation der Expression von Genen im
Zusammenhang mit lonen-Transport sowie lonen-bindender Faktoren (Abbildung 4.1). Eine
Zunahme von Natrium- und Calciumionen, sowie eine Abnahme von Kalium- und Chloridionen
und dem damit verbundenen Wasserverlust der Zelle, gelten als pro-apoptotische Faktoren
[291,292]. In lebenden Zellen ist die Konzentration von Kalium- und Chloridionen im inneren
der Zellen grofRer als aullen, wahrend bei Natrium- und Calciumionen die
Konzentrationsverhaltnisse genau entgegengesetzt auftreten. Demensprechend arbeiten K*-
und CI-Transporter fir eine Aufnahme dieser lonen, wahrend die lonenkanale sie nach Aul3en
passieren lassen. Die Transportrichtungen der Kanale und Transporter fir Na* und Ca?* laufen
dementsprechend entgegengesetzt. Als pro-apoptotisch gelten also die Hochregulierung von
lonenkanalen, sowie die Herabregulierung von lonentransportern, die entgegen dem

Gradienten arbeiten. Durch die Behandlung mit dem HDACIi Quisinostat in chromaffinen
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Nebennierenzellen kam es zu einer Hochregulation von Calciumkanaluntereinheiten
(CACNA1A/B/C/G, Anhang 9) und somit zu einer Aufnahme von Ca?*, einer darauffolgenden
Depolarisierung der Zellmembran und folglich zum Zelltod [293]. Zusatzlich kam es unter
Quisinostat zu einer Hochregulation von Kaliumkanaluntereinheiten (KCN-Gene, Anhang 9),
was zu einem pro-apoptotischem Freisetzen von Kaliumionen filhren kann. Mit Chaetocin
behandelte 2102EP-Zellen zeigten Herabregulierung von K* und Na* Transportern (ATP1A2),
was zu einer Reduktion von Kalium- und einer Akkumulation von Natriumionen im Inneren der
Zelle fihren und somit ebenfalls Apoptose verursachen bzw. unterstitzend wirken kann [294].
Transkriptom-Analysen von Zellen nach verschiedenen HDACIi-Behandlungen wie z.B.
Romidpesin oder Panobinostat zeigen bisweilen sehr unterschiedliche Deregulationen. So
wurde von Nettersheim et al. eine Signalkaskade um ARID1A, GADD45B und DUSP1 fir die
apoptotischen und Zellzyklus-arretierenden Effekte von Romidepsin identifiziert [177]. Keines
dieser Gene wurde jedoch unter Quisinostat-Behandlung in 2102EP signifikant dereguliert. In
Gliomzellen wurden die transkriptionellen Deregulation durch die Behandlung mit HDACI
Romidepsin, Panobinostat und Quisinostat miteinander verglichen [295]. Dabei Giberschnitten
sich innerhalb der 100 am starksten hoch- und herabregulierten Gene nur knapp 20 % der
Gene zwischen allen drei Inhibitoren, darunter SMIM24, TNNT1, IFITM3 und COL20A1. Hier
sei angemerkt, dass von diesen vier Genen nur COL20A1 in Quisinostat behandelten 2102EP
Zellen signifikant dereguliert war (jedoch hochreguliert (Anhang 9), statt herunter wie in
Vitanza et al. beschrieben). Ansonsten gab es in 2102EP weder mit Quisinostat noch mit
Romidepsin Ubereinstimmungen mit dem Transkriptionséanderungen der Gliomzellen. Auffallig
an der Studie von Vitanza et al. war auch, dass die Uberlappung zwischen Panobinostat und
Quisinostat deutlich grofRer (ca. 70 %) war als mit Romidepsin (jeweils ca. 25 %) [295].
Panobinostat und Quisinostat scheinen daher zusatzlich zu einem &hnlichen
Toxizitdtskonzentrationsbereich (siehe Abschnitt 4.1), auch ein ahnliches Wirkspektrum zu
besitzen, was vermutlich auf die strukturelle Ahnlichkeit der Substanzen im Vergleich zu
Romidepsin zurtckzufihren ist (Anhang 13).

Die Behandlung mit Chaetocin flhrte bei Zhang et al. zu einer reduzierten Expression der HMT
SUV39H1, SUV39H3 und G9a/EHMT2, welche in 2102EP-Zellen nicht erfolgte [228]. Die
Studie von Isham et al. untersuchte das Transkriptom von Chaetocin behandelten OCL-My-5
(Zelllinie des multiplen Myeloms) und A549 (Adenokarzinomzellen). Dabei waren in OCL-My-
5 Uber 1300 Gene dereguliert, wahrend in A549 nur knapp 150 Gene nach Behandlung mit
Chaetocin dereguliert wurden. Gemeinsam deregulierte Gene waren vor allem an
Entzindungs- und Apoptoseprozessen beteiligt [263]. Die Regulierung der
Entziindungsprozesse konnte auch in 2102EP als hochregulierter Prozess identifiziert werden,
allerdings waren keine der 48 in OCL-My-5 und A549 gemeinsam deregulierten Gene auch in
2102EP signifikant verandert.
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Die Behandlung mit JIB-04 und MZ-1 fiihrte kaum zu Anderungen des Transkriptom in
2102EP. Dennoch war ein Gen, DDIT4 (DNA damage-inducible transcript 4 protein) unter JIB-
04 Behandlung signifikant hochreguliert. DDIT4 zahlt zu den antiproliferativen und pro-
apoptotischen Genen und war unter JIB-04 Behandlung in H358-Zellen (NSCLC) ebenfalls
hochreguliert [219]. Eine weitere Studie zeigte die verringerte Expression von HOX-Genen
durch JIB-04 Behandlung [296], eine Tendenz hierflr war ebenfalls in 2102EP zu beobachten.
Der analysierte Zeitpunkt lag hier jedoch bereits bei 16 h da auch die Zellviabilitat bei spateren
Zeitpunkten bereits deutlich geringer war, wohingegen Parrish et al. Effekte auf das
Transkriptom erst nach 24 h untersuchten. Die Vermutung liegt nahe, dass die
transkriptionellen Deregulationen anderer Studien zu spateren Zeitpunkten in KZT ebenfalls
auftreten.

Die Behandlung mit GSK343 von dreifach negativen Brustkrebszellen (MDA-MB-231, MDA-
MB-436 und MDA-MB-453), sowie der siRNA vermittelte Knockdown von EZH2 flhrten zu
einem Anstieg der FOSB Expression [297]. In 2102EP war FOSB das am starksten signifikant
erhohte Gen nach GSK343 Behandlung. Nach Zhang et al. ist die erhdhte Transkription von
FOSB auf eine Abnahme von H3K27me3 und stattdessen Zunahme von H3K27ac im FOSB
Promotor zurickzufihren [297]. Beide Modifikationsanderungen konnten auf globaler Ebene
in 2102EP nicht beobachtet werden, jedoch sind Loci-spezifische Effekte nicht auszuschliel3en
und erfordern weitere Analysen. Zhang et al. konnten zudem eine Tumorsupressor-Funktion
von FOSB im Brustkrebsmodell sowohl in vitro als auch in vivo nachweisen, da es bei
Knockout von FOSB zu einer deutlich erhdhten Zellviabilitat bzw. erhéhtem Tumorwachstum
kam [297]. FOSB ist ein Teil der FOS-Familie, zu welcher auch FOS, FOSL1 und FOSL2
gehoren. Sie koénnen alle Untereinheiten des dimaren Transkriptionsfaktorkomplexes AP-1
sein. Die Zusammensetzung des AP-1 ist sehr heterogen besteht aus den FOS-, JUN- (JUN,
JUNB, JUND) oder ATF-Familien (ATF2, ATF3, ATF7) als Untereinheiten [298]. Der Groliteil
dieser AP-1 Untereinheiten (alle auer ATF2 und ATF7) sind durch die Behandlung mit
GSK343 in 2102EP in ihrer Expression erhoht (Anhang 9). Der AP-1 Komplex ist an der
Regulation sehr vieler zellularer Prozesse beteiligt, unter anderem Zellproliferation und Zelltod.
Die Uberexpression von AP-1 Komponenten wird sowohl als onkogen als auch Tumor-
suppressiv beschrieben und hangt stark vom Zelltyp und dem Differenzierungsstatus ab [299].
Welche Rolle AP-1 in der Pathogenese und Entwicklung von KZT spielt ist noch nicht geklart,
dennoch stellte eine neue Studie von Najih et al. den Zusammenhang zwischen einer in KZT
haufig vorliegenden niedrigen Expression von Gja1 (Proteinname: Connexin-43) und AP-1 her
[300]. Aberrante Connexin-43 Level und Lokalisation werden als frihdiagnostischer Marker flr
KZT bei hohen Risikofaktoren (z.B. Kryptorchismus) diskutiert [301].

Bei der Analyse von Veranderungen in Kinase-Signalwegen kam es zu einer verringerten

Phosphorylierung von CREB durch die Epi-Drug-Behandlungen (Abbildung 4.1). Dies kann ein
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Effekt reduzierter Aktivitat mehrerer Signalwege sein, unter anderem cAMP, MAPK,
cGMP/PKG und PI3K/AKT. Reduzierte CREB-Phosphorylierung steht in Verbindung zu
verringerter Proliferation und induzierter Apoptose in glatten Muskelzellen und neuronalen
Zellen [302,303]. Allerdings zeigte die funktionelle Analyse deregulierter Gene eine
Hochregulation von ,cAMP-Antwort’ und ,MAPK-Signalweg‘ assoziierten Genen in 2102EP-
Zellen unter Quisinostat- und GSK343-Behandlung. Auch fir die anderen deregulierten
Signalwege waren nach 16 h Behandlung keine signifikanten Transkriptionsveranderungen
assoziierter Gene zu beobachten. Allerdings kann die Aktivitat von Signalwegkomponenten
auch direkt durch die epigenetischen Modifikatoren beeinflusst werden. Diese Nicht-Histon
Interaktionen, also posttranslationale Modifikationen an Proteinen, die keine Histone oder
Nukleosombestandteile sind, sind jedoch weniger gut erforscht als die Histonmodifikationen.
Dennoch kénnten diese posttranslationalen Modifikationen in der Funktionsweise der Epi-
Drugs eine Rolle spielen und sollten in Betracht gezogen werden. Infolgedessen ergibt sich
eine zweite, Nukleosom-unabhangige Interventionsebene der Epi-Drugs (Abbildung 4.3). Zu
den Proteinen, deren Aktivitat beispielsweise durch Acetylierungen beeinflusst wird, zahlen
Kinasen wie AKT oder PLK1 [304,305], sowie Transkriptionsfaktoren wie p53 und STAT3
[306—308]. Auch inaktivierende Methylierungen von Transkriptionsfaktoren wie GATA4 durch
EZH2 (PrC2) wurden bereits in Cardiomyozyten identifiziert [309]. Kudithipudi et al. zeigten
zudem eine Aktivitatsregulierung und Beeinflussung der Substrat-bindenden Eigenschaften fir
posttranslationale Methylierungen durch SUV39H1 (Ziel von Chaetocin) [310]. Ziele von
SUV39H1 waren dabei der Chromatininteraktor RAG2 und die Modifikatoren selbst, wie die
Methyltransferasen KMT5A/SET8 (Monomethylierung von H4K20 [172]) und DOT1IL
(Methylierung von H379 [311]). Somit stellt auch die Nicht-Histon-Modifikation eine weitere
Mdglichkeit der (indirekten) Steuerung der Chromatinzuganglichkeit dar (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3 Funktionsweise der Epi-Drugs und die Entstehung von off-target Effekten durch
Proteinmodifikation

Epigenetische Modifikatoren kénnen neben dem Chromatin auch andere nicht-Histon-Proteine oder Enzyme post-
translational modifizieren und damit ihre Aktivitat beeinflussen. Dies kdnnen unter anderem Chromatininteraktoren,
Transkriptionsfaktoren und Kinasen sein, welche wiederum Chromatinzuganglichkeit, Transkription und
Signalwege beeinflussen. Diese Abbildung wurde mit BioRender erstellt. Modifiziert nach Miller et al. [212].

Zusammenfassend induzieren die hier untersuchten Epi-Drugs eine Vielzahl von
Nebeneffekten, die teilweise zellspezifisch auftreten kénnen. Es ist also generell
empfehlenswert globale Veranderungen, welche durch Wirkstoffe induziert werden zu
analysieren, um so ein moglichst umfangreiches Wirkportfolio zu kennen. Aufierdem
unterstutzt diese Kenntnis auch die weitere Erforschung der Tumorerkrankungen, da ein
besseres Verstandnis fur die Reaktion der Zellen auf dulRere Einflisse durch die Agenzien
erworben wird. Mit dem umfangreichen Wissen Uber induzierte Effekte kdnnen auch neue
Therapiestrategien entwickelt werden, beispielsweise durch geeignete Kombination

verschiedener Wirkstoffe.

4.3. Die Auswirkungen der HDAC-Inhibition auf die Expression der DHRS2-Isoformen

In dieser Arbeit wurde damit begonnen die durch HDACi erhdhte DHRS2-Expression in KZT-
Zellen genauer zu untersuchen. Mehrere Studien, unter anderem in KZT-, Brustkrebs-,
Ovarialkrebs-Zelllinien, haben bereits den Anstieg der DHRS2-Expression unter HDACI
festgestellt; welche Rolle diese Deregulation im Wirkmechanismus der HDACi jedoch spielt,
ist noch nicht genau bekannt [177,179,312-314]. DHRS2 (Dehydrogenase/Reductase SDR
Family Member 2), auch als Hep27 bekannt, ist eine im Zellkern und den Mitochondrien

vorkommende, NADPH-abhangige Reduktase, welche in vitro die Carbonyle 3,4-Hexadion,
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2,3-Heptadion und 1-Phenyl-1,2-propandion reduziert [315]. Im Zellkern ist eine durch c-Myb
induzierte DHRS2 abhangige Stabilisierung von p53 beschrieben. c-Myb aktiviert die
Transkription von DHRS2, welches wiederum ein Inhibitor der Ubiquitinligase MDM2 ist, ein
wichtiger Regulator des Tumorsuppressors p53 [316,317]. Diese nicht-enzymatische Funktion
von DHRS2 als Stabilisator von p53 und damit ein Teil der Zellzyklusregulation wiirde zu einem
erhdhten Proteinlevel an p53 und infolgedessen auch an CDKN1A/p21 fihren (Abbildung
4.4 A). In KZT-Zelllinien fuhrte die Behandlung mit Romidepsin zu einem Anstieg von
CDKN1A/CDKN1A auf RNA und Proteinebene, die Quisinostat-Behandlung flihrte jedoch
nicht zu einem Anstieg der CDKN1A Expression [177]. Allerdings kam es sowohl durch die
Behandlung mit Romidepsin als auch durch Quisinostat nicht zu einer vermehrten Aktivierung
von p53 durch Phosphorylierung bei gleichzeitiger leicht verringerter TP53 Expression [177].
Uber die Funktion von DHRS2 in den Mitochondrien ist dagegen weniger bekannt. Zhou et al.
zeigten, dass es durch eine Uberexpression von DHRS2 in Osophagus-
Plattenepithelkarzimonzellen zu einer erhéhten Konzentration von NADPH bei gleichzeitiger
Abnahme von mitochondrialem ROS kam [318]. Es ist noch nicht endguiltig geklart, ob die p53-
stabilisierende Funktion, eine enzymatische Reaktion in den Mitochondrien oder eine bis dato
unbekannte Funktion von DHRS2 zur zytotoxischen Wirkung von HDACi beitragt (Abbildung
4.4 B). In dieser Arbeit wurde daher zunachst der Fokus auf die verschiedenen Isoformen von
DHRS2 gelegt. Das mitochondriale Translokationssignal befindet sich im N-Terminus [317],
wodurch die kirzeren proteinkodierenden Isoformen 1 und 4 keine Funktion innerhalb der
Mitochondrien einnehmen kdnnen. Deisenroth et al. konnten zudem zeigen, dass DHRS2
zunachst in  den Mitochondrien lokalisiert und erst nach Abspaltung des
Translokationssignales in den Nukleus gelangt, da eine DHRS2 Mutante ohne
Translokationssignal im Zytosol verteilt auftrat [317]. Zusatzlich zu den proteinkodierenden
Isoformen mit dem Translokationssignal (DHRS2_5 und 7) wurden durch HDACi (Quisinostat,
LAK31, Romidepsin) jedoch vor allem die Expression der Isoformen DHRS2 8 und 9 in
2102EP, VM-CUB-1, DU145 und Caki-1 Zellen im Vergleich zur L6sungsmittelkontrolle erhéht.
Beides sind lange, nicht-kodierende Isoformen bei denen noch herausgefunden werden muss,
ob sie eine Funktion als INcRNA (long non-coding) als Regulator der Transkription, auf
posttranskriptionaler Ebene oder auch als epigenetischer Regulator haben kénnen (Abbildung
4.4 C).
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Abbildung 4.4: Mégliche Funktionen von durch HDACi ausgeldste Expression von DHRS2

A) DHRS2 als Stabilisator von p53 im Zellkern. B) Mégliche unbekannte enzymatische Dehydrogenase- und
Reduktasefunktion von DHRS2 in Mitochondrien. C) Mégliche funktioneller Relevanz von DHRS2 IncRNAs. Diese
Abbildung wurde mit BioRender erstellt. Diese Abbildung wurde mit BioRender erstellt.
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Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

= unendlich

-R Cisplatin-resistenter Subklon

% viv Volumenprozent pro Volumen: 1 % = 1 mlin 100 ml
% wiv Gewichtprozent pro Volumen: 1 % =1 g in 100 ml
5mC 5-Methylcytosin

5hmC 5-Hydroxymethylcytosin

ADD aktive DNA-Demethylase

ac Acetylierung

BEP Cisplatin, Etoposid, Bleomycin

bp Basenpaare

BRD Bromodomane

DNMT DNA-Methyltransferase

EC Embryonalkarzinom

ECso mittlere effektive Konzentration

EP Etoposid, Cisplatin

Epi-Drug epigenetisch agierendes Agenz/Inhibitor
F forward primer

FBS Fetales Kalberserum

FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid

GCNIS germ cell neoplasia in situ

GCT germ cell tumor

h Stunden

HAT Histonacetyltransferase

HDAC Histondeacetylase

HDM Histondemethylase

HMT Histonmethyltransferase

[ Inhibitor

M mannlich

me methylierung

min Minuten

MLT Mikrolithiasis testis

MS Massenspektrometer

NSCLC Non-small cell lung cancer

P/S Penicillin/Streptomycin

PAH proteins binding acetylated histones
PBS Phosphatgepufferte Salzlésung
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PBST
PCa
PCA
PCG
PCR
PMDN
PMH
PMS
PRC

RCC
RLA
RNA-Seq
ROS
RRID

RT

SAM
SE
TDS
TE
TEMED
TSS
uc

ub

YST

PBS mit 0,1 % (v/v) Tween
Prostatakrebs

principal component analysis
primordiale Keimzelle
Polymerase-Kettenreaktion
proteins binding methylated DNA
proteins binding methylated histones
N-Methylphenazinium-Methylsulfat
polycomb repressive complex
reverse primer

klares Nierenzellkarzinom
Retroperitoneale Lymphadenektomie
RNA-Sequenzierung

reaktive Sauerstoffspezies
Research Resource |dentifiers
Raumtemperatur

Sekunden

S-Adenosylmethionin

Seminom

testikulares Dysgenesi-Syndrom
Teratom
Tetramethylethylendiamin
transcription start site
Urothelkarzinom

Ubiquitinierung

weiblich

Dottersack-Tumor

Abkurzungsverzeichnis
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Anhang

Anhang

Anhang 1: Auflistung einer Auswahl epigenetischer Interaktoren und ihrer Expressionsprofile
Die gezeigten Daten stammen aus der TCGA-Studie (The Cancer Genome Atlas, [158]) und wurden Uber das
Online-Tool cBioPortal [163,164] analysiert.
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Anhang

Anhang 2: Strukturformeln der in dieser Arbeit genutzten Inhibitoren
A) HDACI Quisinostat [213], B) HDACi Selisistat [214], C) HDACi Nicotinamide [215], D) HDMi GSK2879552 [216],
E) HDMi Bizine [217], F) HDMi Daminozide [218], G) HDMi JIB-04 [219], H) HDMi PBIT [220], |) HMTi Chaetocin

[221], J) PAHi LP99 [222], K) PAHi BI-9564 [223], L) PRC1i PRT4165 [224], M) PRC2i GSK343 [225], DNMTi ATA
[226].
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Anhang 3: Struktur und Aufbau der in dieser Arbeit genutzten PROTACs
A) BRD4/BET PROTAC MZ-1 [209], B) BRD7/BRD9 PROTAC VZ185 [210].
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Anhang

Anhang 4: XTT-Rohdaten aller 16 Epi-Drugs in vier KZT-Zelllinien

Zellviabilitatsmessungen (XTT) der 16 Epi-Drugs in drei KZT-Zelllinien (TCam-2, 2102EP und JAR), sowie der
Fibroblastenkontrolle MPAF (n = 4). Die Zellen wurden einmalig mit den Epi-Drugs behandelt und die Zellviabilitat
nach 24, 48, 72 und 96 h bestimmt. Asteriske geben signifikante Anderungen zwischen Epi-Drug-Behandlung und
Lésungsmittelkontrolle nach 48 h (Zeitpunkt ECso Bestimmung) an (*p < 0,05, **p < 0,005). Modifiziert nach Muller
et al. [212].

Quisinostat lisi Nicotinamid Daminozi GSK2879552 Bizine JIB-04 PBIT
® 1nM® 1,5nM ® 10uMe 25uM 0, 1mMe 1mM * 10uMe® 50uM ® 10uMe 50uM * 10uMe® 50uM @ 10nMe® 50nM * 1uMe 20uM
2nl n 50uM© 75uM 2.5mMe SmM 100uM = 150uM 100pMe _150M 100uM = 1500M 100nM = 500nM 40pM= BOpM
® 10nMe 50nM ®100pMe250uM *7,5mhe 10mM #250uM@500uM ©250Me500uM #250uMe500pM e fpMe 10uM ® 80uMe100pM
o
£
]
Q
F
o
w
S
R g
3
B
«©
=
°
N
2
k]
x
<
S
uw e
g
= ~—
oﬂ 24 48 72 986 0 24 48 72 96 0O 24 48 72 9 0 24 48 72 98 0 24 48 72 96 0 24 48 V2 96 0 24 48 T2 96 0 24 48 72 986
Zeit [h]
Chaetocin MzZ-1 LPa9 BIl-9564 VZ185 PRT4165 GSK343 Aurintricarboxylic Acid
* 10nM®100nM ® 1nMe 10nM ® 1pMe 20pM * 1pMe 20pM #100nMe  1uM * 1pMe 20pM ® 1pMe  5uM ® 10uMe100pM
250nM = 500nM 50nM = 100nM 40pMe 60jM 40UM= 60pM 10pM= 200M 40uM*= 60pM 10pM= 15uM 1251M=250uM
®750nMe®  1pM ® iuMe 10uM ® 80pMe®100puM ® 80uMe100uM ® 35uMe 50uM ® 80uMe100uM ® 20pMe 25uM #375uMe500uM
9
£
]
o
-
o
w
o
S =
=
g
3
)
=
o
N
2
5
r ¢
<
S
e, L ey =
w = o I
E 5
= e N N
B ] ~_ | o 4 N
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96 0 24 48 72 96 0 24 48 72 96 0 24 48 72 9 0 24 48 72 96 0 24 48 72 96 0 24 48 72 96

Zeit [n]

139



Anhang

Anhang 5: XTT-Rohdaten der acht wirksamsten Epi-Drugs in 14 KZT-Zelllinien

Ausweitung der Zellviabilitdtsmessungen (XTT) der acht wirksamsten Epi-Drugs in 14 KZT-Zelllinien inklusive
Cisplatin-resistenter Subklone, sowie zwei Fibroblasten MPAF und HVHF2 und Sertoli-Zellen (n = 4). Die Zellen
wurden einmalig mit den Epi-Drugs behandelt und die Zellviabilitdt nach 24, 48, 72 und 96 h bestimmt. Asteriske
geben signifikante Anderungen zwischen Behandlung und DMSO-Kontrolle nach 48 h an (*p < 0,05, **p < 0,005).
Modifiziert nach Mller et al. [212].
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Anhang

Anhang 6: Epi-Drugs verringern Zellviabilitdt in KZT und anderen urologischen Entitaten

A) ECso-Werte fir alle KZT-Zelllinien und Fibroblasten und jede Behandlung (Rohdaten Anhang 5). B) cBioPortal
OncoPrint Analyse der KZT Proben der TCGA Kohorte nach Mutations- und Expressionsprofilen der Zielgene. XTT-
Rohdaten flr Quisinostat, JIB-04 und Chaetocin Behandlung in je drei Zelllinien aus UC (C), PCa (D) and RCC (E)
mit daraus resultierenden ECso-Werten in F) (Berechnung mit GraphPad Prism v8). Die XTT-Analysen zu
Quisinostat in den allen UC-, PCa- und RCC-Zelllinien wurden von Alexa Stephan durchgefuhrt. Die XTT-Analysen
zu JIB-04 und Chaetocin wurden von mir selbst durchgefuhrt.Modifiziert nach Mdller et al. [212].
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Anhang 7: Rohdaten der durchflusszytometrischen Analysen
Rohdaten der durchflusszytometrischen Analysen der Annexin V/PI Co-Farbung (Apoptose-Messung) und PI-
Einzelfarbung (Zellzyklus) der angegebenen Zelllinien (Spalten) nach je 16 h Behandlung mit den 8 wirksamsten
Epi-Drugs (Zeilen). Modifiziert nach Mdller et al. [212].
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Anhang 8: Rohdaten Massenspektrometrische Analyse der Histonmodifikationen (MODSpec)
Aufgelistet sind die Lysinreste der Histone mit und ohne (m/o0) Modifikation. UN: unmodifiziert, AC: acetyliert, ME1:

monomethyliert, ME2: dimethyliert, ME3: trimethyliert. %:
Standardabweichung.

Anhang

Prozentualer Anteil des Peptidpools, STABW:

Histon: Lysinrest DMSO Quisinostat JIB-04 Chaetocin

m/o Modifikation % STABW % STABW % STABW % STABW
H1.4: K25UN 97.88822 | 0.029327 | 98.10089 0.03035 | 97.75278 | 0.040596 | 97.81196 | 0.041919
H1.4: K25AC 0.005989 | 0.003118 | 0.024194 | 0.003206 | 0.003915 | 0.002468 | 0.029878 | 0.010392
H1.4: K25ME1 2.087281 | 0.034541 | 1.754251 | 0.020201 | 2.179996 | 0.040596 | 2.018963 | 0.035151
H1.4: K25ME2 0.013733 | 0.002165 | 0.101705 | 0.012155 ]| 0.060406 0.00186 | 0.118596 | 0.012131
H1.4: K25ME3 0.004773 | 0.002372 | 0.018957 | 0.008257 | 0.002903 | 0.000473 | 0.020605 | 0.005903
H2A: KSUN 84.78838 | 0.068116 69.4975 | 0.486039 | 82.65652 | 0.117012 | 85.68121 | 0.311381
H2A: K5AC 15.21162 | 0.068116 30.5025 | 0.486039 | 17.34348 | 0.117012 ] 14.31879 | 0.311381
H2A: KQUN 98.03185 | 0.046631 | 95.27345 | 0.018422 | 97.39161 0.04381 | 98.32476 0.05882
H2A: KOAC 1.968147 | 0.046631 | 4.726546 | 0.018422 | 2.608388 0.04381 | 1.675241 0.05882
H2A: K36UN 99.97526 | 0.002498 | 99.96377 | 0.005466 | 99.97347 | 0.001869 | 99.94062 | 0.006384
H2A: K36AC 0.024736 | 0.002498 | 0.036225 | 0.005466 | 0.026532 | 0.001869 | 0.059381 | 0.006384
H2A1: K13UN 99.98585 | 0.000968 | 99.97555 | 0.001799 | 99.98226 | 0.001103 99.9854 | 0.004004
H2A1: K13AC 0.014153 | 0.000968 | 0.024454 | 0.001799 | 0.017743 | 0.001103 | 0.014605 | 0.004004
H2A1: K15UN 99.99581 | 0.003158 | 99.99164 | 0.003965 | 99.99305 | 0.004411 | 99.98841 | 0.010491
H2A1: K15AC 0.004187 | 0.003158 | 0.008356 | 0.003965 | 0.006947 | 0.004411 | 0.011594 | 0.010491
H2A3: K13UN 99.97308 | 0.001937 | 99.96884 | 0.002697 99.9551 | 0.004659 | 99.95107 | 0.000499
H2A3: K13AC 0.026918 | 0.001937 0.03116 | 0.002697 | 0.044901 | 0.004659 0.04893 | 0.000499
H2A3: K15UN 99.79876 | 0.002558 | 99.90011 | 0.002712 | 99.95324 | 0.007005 | 99.92341 | 0.005433
H2A3: K15AC 0.20124 | 0.002558 | 0.099886 | 0.002712 | 0.046763 | 0.007005 | 0.076588 | 0.005433
H3R2UN: K4UN 82.0904 | 0.691847 | 75.95874 | 0.224347 | 81.87812 | 0.593401 | 81.82812 | 0.847266
H3R2UN: K4ME1 17.60969 | 0.684154 | 23.49335 | 0.294022 | 17.77159 | 0.584299 | 17.50278 | 0.797374
H3R2UN: K4ME2 0.201883 | 0.007013 | 0.291235 0.05069 | 0.223102 | 0.014356 | 0.338644 | 0.018962
H3R2UN: K4ME3 0.049881 | 0.005652 | 0.053625 0.00334 | 0.068441 | 0.001049 | 0.148151 | 0.021172
H3R2UN: K4AC 0.048148 | 0.006977 | 0.203051 | 0.021403 | 0.058756 | 0.004855 | 0.182311 | 0.010306
H3R2UN: Q5UN 99.94978 | 0.006055 | 99.93355 0.00944 | 99.97169 | 0.003063 | 99.90313 | 0.020327
H3R2UN: Q5ME1 0.050225 | 0.006055 | 0.066448 0.00944 | 0.028308 | 0.003063 | 0.096872 | 0.020327
H3: K9UN 36.32597 | 0.844686 | 35.75843 | 0.597885 | 32.20941 | 0.201653 | 37.88783 | 0.486109
H3: K9AC 0.994 | 0.014821 | 3.622552 | 0.053229 0.70262 | 0.007721 | 0.866207 0.08401
H3: KOME1 31.18862 | 0.282724 | 30.79141 0.13557 | 34.40107 | 0.067676 | 34.17942 0.70515
H3: KOIME2 28.5571 | 0.639425 | 27.53151 | 0.575969 | 29.54371 | 0.190099 | 24.64084 | 0.460022
H3: KOME3 2.934314 | 0.075289 | 2.296095 | 0.020947 | 3.143197 | 0.052473 | 2.425707 | 0.064691
H3: K14UN 67.48198 | 0.068956 | 41.60727 | 0.311293 | 70.28694 | 0.106704 | 70.11398 0.4006
H3: K14AC 32.51802 | 0.068956 | 58.39273 | 0.311293 | 29.71306 | 0.106704 | 29.88602 0.4006
H3: K18UN 85.1213 | 0.230982 | 61.61342 | 0.455764 85.9064 0.40422 | 86.97092 | 0.105393
H3: K18AC 14.70753 | 0.230332 | 38.28448 | 0.464697 | 13.90584 | 0.408558 | 12.87483 | 0.080342
H3: K18ME1 0.171176 | 0.001465 | 0.102096 | 0.010684 | 0.187759 | 0.004921 | 0.154252 | 0.027717
H3: Q19UN 99.99609 | 0.001038 | 99.99376 | 0.001536 | 99.99683 | 0.000906 | 99.96923 | 0.019578
H3: Q19ME1 0.00391 | 0.001038 0.00624 | 0.001536 | 0.003167 | 0.000906 | 0.030772 | 0.019578
H3: K23UN 78.15731 | 0.479619 53.5295 | 0.561151 | 78.33767 | 0.596756 80.7437 | 0.135474
H3: K23AC 21.8256 | 0.482131 | 46.44147 | 0.564707 | 21.65186 | 0.595733 | 19.22046 | 0.136332
H3: K23ME1 0.017083 | 0.002917 0.02903 | 0.008582 | 0.010475 0.00141 ] 0.035845 | 0.015144
H3: R42UN 98.99439 | 0.075275 | 97.13738 | 0.479834 | 98.10409 0.20917 | 97.75411 | 0.348489
H3: R42ME2 1.005608 | 0.075275 | 2.862619 | 0.479834 | 1.895914 0.20917 | 2.245891 | 0.348489
H3: R49UN 97.92835 | 0.209048 | 93.54286 0.88382 | 95.78901 | 0.204243 | 93.15969 | 0.324017
H3: R4A9ME2 2.07165 | 0.209048 | 6.457143 0.88382 | 4.210991 | 0.204243 | 6.840309 | 0.324017
H3: Q55UN 99.876 | 0.083036 | 99.69041 | 0.021233 99.968 | 0.011523 | 99.73125 | 0.068246
H3: Q55ME1 0.123995 | 0.083036 | 0.309588 | 0.021233 | 0.031998 | 0.011523 | 0.268749 | 0.068246
H3: K56UN 99.85496 | 0.008634 98.8174 | 0.035425 99.8611 | 0.019352 | 98.77184 | 0.338282
H3: K56AC 0.077275 | 0.017052 | 0.171347 | 0.042028 | 0.093236 | 0.008722 | 0.239352 | 0.178426
H3: K56ME1 0.067761 | 0.016144 1.01125 | 0.037599 0.04566 | 0.010631 | 0.988805 | 0.218199
H3: K64UN 99.99101 | 0.002202 | 99.96905 | 0.016863 | 99.98647 | 0.001266 | 99.96259 | 0.007056
H3: K64AC 0.008991 | 0.002202 | 0.030946 | 0.016863 | 0.013526 | 0.001266 | 0.037405 | 0.007056
H3: K79UN 66.18848 | 0.328616 | 61.96914 | 0.970702 | 75.89788 | 1.038352 | 59.71896 | 0.528904
H3: K79AC 0.046269 | 0.024317 | 0.677632 | 0.122661 | 0.036835 | 0.017328 | 1.813168 | 0.312882
H3: K79ME1 14.1974 | 0.054851 | 18.20277 | 1.254906 | 12.29386 0.36782 | 15.42248 | 0.685781
H3: K79ME2 6.418178 0.25858 | 5.702285 | 0.108827 | 5.570472 | 0.533184 | 5.182452 | 0.154844
H3: K79ME3 13.14967 | 0.193663 | 13.44817 | 0.560574 | 6.200953 0.17234 | 17.86294 0.19918
H3: K122UN 99.95586 | 0.004913 | 99.83617 | 0.035566 | 99.96644 | 0.001865 | 99.81866 | 0.086475
H3: K122AC 0.044137 | 0.004913 | 0.163828 | 0.035566 | 0.033561 | 0.001865 | 0.181335 | 0.086475
H3.1: K27UN 28.47769 | 0.268761 | 27.08004 | 0.234311 | 30.23821 | 0.323057 | 28.09995 0.33953
H3.1: K27AC 2.830355 | 0.054848 | 8.049048 | 0.153603 | 2.413908 | 0.063667 | 2.461908 | 0.021585
H3.1: K27ME1 47.28857 0.52042 | 45.24069 | 0.479317 | 49.33035 | 0.467897 | 46.58275 0.37072
H3.1: K27TME2 19.18054 | 0.291544 | 17.07945 | 0.154952 | 16.20397 | 0.172807 | 19.94898 | 0.314362
H3.1: K27TME3 2.22284 | 0.018249 | 2.550772 0.1044 | 1.813559 | 0.075563 | 2.906412 | 0.079732
H3.1: K36UN 16.10202 | 0.209014 | 16.37911 | 0.095683 13.9372 | 0.248748 | 19.30969 0.48779
H3.1: K36AC 0.106583 | 0.032599 | 0.295645 | 0.061209 | 0.110593 | 0.007553 | 0.356615 | 0.067026
H3.1: K36ME1 13.75135 | 0.291025 | 12.44815 | 0.362287 | 13.27019 0.1464 | 14.59865 | 0.240048
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H3.1: K36ME2 49.8922 | 0.489259 | 50.58269 | 0.305427 | 51.75531 0.582512 44.4208 | 0.740027
H3.1: K36ME3 20.14784 | 0.136219 20.2944 | 0.133396 | 20.92671 0.234098 | 21.31424 | 0.272359
H3.3: K27UN 23.70722 | 0.427745 | 24.11024 | 0.690006 | 28.48799 | 0.612982 | 28.05642 | 0.550311
H3.3: K27AC 5.580779 | 0.360071 13.78787 | 1.085705 ] 4.408177 | 0.500275 | 5.581231 0.095344
H3.3: K27ME1 52.68854 | 0.588233 | 42.10957 | 1.087827 | 52.21822 | 0.784029 | 45.97133 | 1.577525
H3.3: K27ME2 14.53568 | 0.144116 | 14.18242 | 0.695949 11.91298 | 0.464163 | 14.99791 1.453155
H3.3: K27ME3 3.487776 0.09632 | 5.809896 | 0.515571 | 2.972626 | 0.337503 | 5.393107 | 0.375026
H3.3: K36UN 11.29174 | 0.284332 | 11.81558 | 1.233183 | 9.961394 | 0.817033 14.6709 | 0.243234
H3.3: K36AC 1.396913 | 0.118607 | 4.026635 | 0.653736 1.291698 | 0.156063 | 3.238351 0.593226
H3.3: K36ME1 12.39762 | 0.727957 | 9.935569 | 0.643138 | 11.43667 | 0.687166 | 13.40782 | 0.941344
H3.3: K36ME2 54.46011 1.364083 | 52.92643 | 1.488403 | 56.74363 | 2.860489 | 46.36749 | 1.133015
H3.3: K36ME3 20.45362 | 0.819472 | 21.29579 | 0.516446 20.5666 | 1.309677 | 22.31544 1.25784
H4: KSUN 92.20981 0.033414 | 86.66042 | 0.138917 | 92.53336 0.06138 | 92.43349 | 0.496642
H4: K5AC 7.790189 | 0.033414 | 13.33958 | 0.138917 | 7.466642 0.06138 | 7.566515 | 0.496642
H4: K8UN 87.92157 | 0.140518 | 67.32126 | 0.276995 | 88.61245 | 0.139419 | 88.15627 | 0.379403
H4: KBAC 12.07843 | 0.140518 | 32.67874 | 0.276995 11.38755 | 0.139419 | 11.84373 | 0.379403
H4: K12UN 92.86997 | 0.013639 78.264 | 0.293902 | 93.28622 | 0.125972 | 93.11029 0.28094
H4: K12AC 7.130035 | 0.013639 21.736 | 0.293902 | 6.713784 | 0.125972 | 6.889711 0.28094
H4: K16UN 50.30574 | 0.328909 | 30.64536 | 0.121349 | 53.31781 | 0.156707 | 51.18504 | 0.363364
H4: K16AC 49.69426 | 0.328909 | 69.35464 | 0.121349 | 46.68219 | 0.156707 | 48.81496 | 0.363364
H4: K20UN 16.81469 | 0.304663 | 19.07346 | 0.694127 | 24.18203 | 0.585118 | 26.28734 | 0.597357
H4: K20ME1 4.270314 | 0.249119 | 5.018307 0.11481 | 5.183269 | 0.550037 | 5.498137 | 0.557619
H4: K20ME2 58.44586 | 0.005557 | 57.68006 | 0.806167 53.9426 | 0.616326 | 42.90154 | 0.719157
H4: K20ME3 2.603068 | 0.070327 | 3.191631 | 0.309087 | 2.176965 | 0.308531 1.55969 0.70081
H4: K20AC 17.86607 | 0.394759 | 15.03655 | 0.376242 14.51514 | 0.217392 23.7533 | 0.392683
Histon: Lysinrest MZ-1 LP99 PRT4165 GSK343
m/o Modifikation % STABW % STABW % STABW % STABW
H1.4: K25UN 97.91093 | 0.024018 | 97.69332 | 0.019233 | 97.52196 | 0.089569 | 97.67046 | 0.028494
H1.4: K25AC 0.008625 | 0.001361 | 0.009028 | 0.002511 | 0.051733 | 0.007627 | 0.006216 | 0.003082
H1.4: K25ME1 2.068095 0.0221 2.269408 | 0.020582 2.29814 | 0.094075 ]| 2.263309 | 0.028644
H1.4: K25ME2 0.007907 | 0.001314 | 0.022673 | 0.002838 | 0.104219 | 0.015387 | 0.053794 | 0.005461
H1.4: K25ME3 0.004447 | 0.002207 0.00557 0.00073 | 0.023951 | 0.010468 0.00622 | 0.002826
H2A: KSUN 83.23076 | 0.164151 87.46245 | 0.165329 | 84.58184 | 0.317497 | 86.89942 | 0.174239
H2A: K5AC 16.76924 | 0.164151 | 12.53755 | 0.165329 | 15.41816 | 0.317497 | 13.10058 | 0.174239
H2A: KQUN 98.08005 | 0.016173 | 98.64746 | 0.027406 | 98.04961 0.030176 | 98.36128 | 0.010531
H2A: K9AC 1.91995 | 0.016173 | 1.352537 | 0.027406 | 1.950387 | 0.030176 | 1.638718 | 0.010531
H2A: K36UN 99.97127 | 0.002821 99.9653 | 0.007491 99.94408 | 0.006725 ] 99.96007 | 0.007863
H2A: K36AC 0.028732 | 0.002821 0.034696 | 0.007491 0.055921 0.006725 ] 0.039935 | 0.007863
H2A1: K13UN 99.98336 | 0.001661 | 99.98907 | 0.003389 | 99.99166 | 0.002539 | 99.99165 | 0.002223
H2A1: K13AC 0.016639 | 0.001661 0.010934 | 0.003389 | 0.008344 | 0.002539 | 0.008349 | 0.002223
H2A1: K15UN 99.99757 | 0.000844 | 99.99825 | 0.000652 | 99.99727 | 0.001117 | 99.98845 | 0.011551
H2A1: K15AC 0.002429 | 0.000844 | 0.001748 | 0.000652 | 0.002728 | 0.001117 | 0.011551 0.011551
H2A3: K13UN 99.97691 | 0.001811 | 99.96804 | 0.005774 | 99.96302 0.0052 | 99.93305 | 0.012791
H2A3: K13AC 0.023094 | 0.001811 | 0.031962 | 0.005774 | 0.036981 0.0052 | 0.066953 | 0.012791
H2A3: K15UN 99.70282 | 0.005859 | 99.96638 | 0.003095 | 99.91715 | 0.002258 | 99.93286 | 0.008596
H2A3: K15AC 0.297178 | 0.005859 | 0.033622 | 0.003095 | 0.082852 | 0.002258 | 0.067145 | 0.008596
H3R2UN: K4UN 83.0582 | 0.214974 | 82.37328 | 0.423145 | 81.28224 | 0.242107 | 81.28349 | 0.685036
H3R2UN: K4AME1 16.63701 | 0.216244 17.3555 0.43148 | 18.19352 | 0.194451 | 18.45838 | 0.710347
H3R2UN: K4ME2 0.216544 | 0.010738 | 0.160699 | 0.019733 | 0.235603 | 0.005677 | 0.134637 | 0.023924
H3R2UN: K4ME3 0.041923 | 0.002028 | 0.061219 | 0.008217 | 0.090079 | 0.012812 0.0559 0.00752
H3R2UN: K4AC 0.046328 | 0.004349 | 0.049298 0.00384 | 0.198562 0.05214 | 0.067588 | 0.015518
H3R2UN: Q5UN 99.91852 0.00372 99.9411 0.009833 | 99.88965 | 0.004533 | 99.88747 | 0.018264
H3R2UN: Q5ME1 0.081484 0.00372 | 0.058898 | 0.009833 | 0.110347 | 0.004533 | 0.112535 | 0.018264
H3: KQUN 36.24001 0.229241 35.10656 | 0.443971 31.51826 | 0.563704 | 28.96632 | 0.811931
H3: KOAC 0.887905 | 0.036694 | 0.687564 | 0.037562 | 0.779085 | 0.025102 | 0.699299 | 0.044587
H3: KOME1 31.62756 | 0.165288 | 38.12573 | 0.435369 | 33.77832 | 0.167804 | 34.21596 | 0.682847
H3: KOME2 28.36623 | 0.354102 | 23.71348 0.0769 30.8531 0.533257 32.7434 | 1.229425
H3: KOME3 2.878291 0.04076 | 2.366662 0.06486 | 3.071246 | 0.054657 | 3.375021 | 0.126692
H3: K14UN 66.85436 | 0.135462 | 70.74685 | 0.326768 | 67.90392 0.3006 | 68.29079 | 0.156037
H3: K14AC 33.14564 | 0.135462 | 29.25315 | 0.326768 | 32.09608 0.3006 | 31.70921 | 0.156037
H3: K18UN 84.80525 | 0.420122 | 89.66109 | 0.202744 | 86.84009 | 0.076828 | 87.26248 | 0.209915
H3: K18AC 15.01571 0.402255 | 10.13752 | 0.204359 12.99851 0.094559 | 12.55171 0.211912
H3: K18ME1 0.179046 | 0.018146 | 0.201388 | 0.013094 | 0.161401 | 0.018114 | 0.185811 | 0.008427
H3: Q19UN 99.99549 0.00168 | 99.99184 | 0.005277 | 99.98445 | 0.002179 | 99.99229 | 0.003406
H3: Q19ME1 0.004515 0.00168 | 0.008159 | 0.005277 | 0.015552 | 0.002179 | 0.007707 | 0.003406
H3: K23UN 78.24644 | 0.415743 | 83.29432 | 0.162355 | 80.49045 | 0.135073 | 78.75995 | 0.277797
H3: K23AC 21.74513 | 0.416708 | 16.68355 | 0.161246 19.44981 0.12187 | 21.22283 | 0.276428
H3: K23ME1 0.008431 | 0.002018 | 0.022133 | 0.004247 | 0.059745 | 0.017569 | 0.017215 0.00154
H3: R42UN 98.61312 | 0.238447 | 97.97834 | 0.357648 | 97.02226 | 0.561905 | 96.80393 | 0.198158
H3: R42ME2 1.386883 | 0.238447 | 2.021659 | 0.357648 | 2.977742 | 0.561905 | 3.196074 | 0.198158
H3: R49UN 96.90843 | 0.230075 | 94.16424 | 0.728925 | 90.02709 1.712092 | 92.36392 | 0.413718
H3: R4OME2 3.091573 | 0.230075 | 5.835761 | 0.728925 | 9.972913 | 1.712092 | 7.636081 | 0.413718
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H3: Q55UN 99.80631 | 0.014122 | 99.87496 | 0.060352 | 99.47126 | 0.272138 | 99.85222 | 0.022483
H3: Q55ME1 0.193694 | 0.014122 0.12504 | 0.060352 | 0.528736 | 0.272138 0.14778 | 0.022483
H3: K56UN 99.89461 0.03193 | 99.56971 | 0.146459 | 98.51365 | 0.137242 | 99.26886 | 0.185355
H3: KS6AC 0.069008 | 0.027749 | 0.126487 | 0.089361 | 0.411746 | 0.012516 0.29465 | 0.100574
H3: K56ME1 0.036384 0.01213 | 0.303802 | 0.112452 | 1.074601 | 0.147363 | 0.436493 | 0.220172
H3: K64UN 99.93898 | 0.005127 | 99.98536 | 0.008265 | 99.97742 | 0.005441 | 99.98333 0.00596
H3: K64AC 0.06102 | 0.005127 | 0.014641 | 0.008265 | 0.022579 | 0.005441 | 0.016666 0.00596
H3: K79UN 68.06121 | 0.421179 | 70.10292 | 0.983647 | 53.73249 | 2.096526 | 65.71244 | 0.467769
H3: K79AC 0.054324 | 0.029246 0.68282 | 0.092132 | 3.311276 | 0.469177 0.71837 | 0.191141
H3: K79ME1 14.34396 | 0.511674 | 14.72888 | 0.596851 | 23.50797 | 0.722659 | 16.78481 | 0.219876
H3: K7T9ME2 7.356781 | 0.213565 | 6.113242 | 0.404883 | 7.992153 | 0.528978 | 6.651031 | 0.477855
H3: K79ME3 10.18372 | 0.365203 | 8.372146 | 0.436536 | 11.45611 | 0.625175 ] 10.13335 | 0.223964
H3: K122UN 99.96392 | 0.012076 | 99.88945 | 0.028764 | 99.82605 | 0.058626 99.864 | 0.024405
H3: K122AC 0.036078 | 0.012076 | 0.110551 | 0.028764 | 0.173949 | 0.058626 | 0.136003 | 0.024405
H3.1: K27UN 28.76023 | 0.160998 | 26.27808 | 0.351717 24.0551 | 0.083039 | 30.54667 | 0.237633
H3.1: K27AC 2.91484 | 0.069982 | 1.847869 | 0.240506 2.4319 | 0.217861 2.59477 | 0.109335
H3.1: K27ME1 46.41616 | 0.188088 | 50.28721 | 0.204706 | 48.16789 | 0.480926 | 48.96326 | 0.403078
H3.1: K27TME2 19.54603 | 0.246795 | 19.00016 | 0.186173 | 21.91599 0.26439 | 15.63738 | 0.145805
H3.1: K27TME3 2.362741 0.05442 | 2.586681 | 0.042177 | 3.429119 | 0.236306 | 2.257925 | 0.121377
H3.1: K36UN 16.44838 | 0.088869 | 16.71055 | 0.240813 | 17.20165 | 0.447357 | 14.99586 | 0.272368
H3.1: K36AC 0.09043 | 0.007443 | 0.193394 0.05533 | 0.435642 | 0.038512 | 0.223758 | 0.034768
H3.1: K36ME1 14.15583 | 0.142475 15.1441 | 0.175514 14.9062 | 0.134402 | 13.89019 | 0.165659
H3.1: K36ME2 48.86455 | 0.173728 | 47.75779 0.34589 | 45.08407 | 0.511898 | 50.28381 | 0.419148
H3.1: K36ME3 20.44081 | 0.208575 | 20.19416 | 0.116171 | 22.37244 | 0.318143 | 20.60638 0.24437
H3.3: K27UN 26.81189 | 0.968218 | 27.22405 | 1.549344 | 24.47779 | 1.593805 | 31.67575 | 1.231434
H3.3: K27AC 6.232838 | 0.162666 | 4.526435 | 0.330235 | 6.481608 | 1.288358 | 7.138458 | 0.614152
H3.3: K27ME1 47.83955 | 0.328404 | 50.64826 | 0.861688 | 46.81138 | 1.160472 | 44.26882 0.61155
H3.3: K27TME2 15.57332 | 0.872125 | 13.39617 | 1.252797 16.0905 | 1.275416 | 12.62128 | 0.433782
H3.3: K27TME3 3.542396 | 0.394546 | 4.205076 | 0.517081 | 6.138714 | 0.165991 | 4.295696 | 0.230541
H3.3: K36UN 12.6864 | 0.723294 | 13.68472 | 0.543548 | 13.90887 | 0.610078 | 13.02822 | 0.876584
H3.3: K36AC 1.864161 | 0.279762 | 1.988445 | 0.488178 | 3.389874 | 0.541209 | 3.015064 | 0.209741
H3.3: K36ME1 12.21281 | 0.295081 | 13.50468 | 0.680986 | 13.37863 0.50394 12.2658 | 1.105862
H3.3: K36ME2 53.27553 | 1.776613 50.9616 | 2.099611 | 45.58343 | 1.754881 | 51.70598 | 0.687519
H3.3: K36ME3 19.96109 | 0.700851 | 19.86056 | 0.884576 | 23.73919 | 1.477831 ]| 19.98494 | 1.789819
H4: KSUN 92.16397 | 0.133099 | 93.28193 0.28781 | 91.96139 0.39382 | 92.31586 | 0.137676
H4: K5AC 7.836031 | 0.133099 | 6.718068 0.28781 | 8.038609 0.39382 | 7.684143 | 0.137676
H4: KBUN 87.59255 | 0.186239 90.9409 | 0.286525 | 87.69255 | 0.202724 | 89.31769 | 0.213906
H4: KBAC 12.40745 | 0.186239 | 9.059096 | 0.286525 | 12.30745 | 0.202724 | 10.68231 | 0.213906
H4: K12UN 92.79447 | 0.210828 | 94.91522 | 0.372651 | 93.04502 | 0.115917 | 93.96095 | 0.168666
H4: K12AC 7.20553 | 0.210828 | 5.084781 | 0.372651 | 6.954983 | 0.115917 | 6.039054 | 0.168666
H4: K16UN 50.81726 0.29381 | 57.62546 0.24892 54.4218 | 0.339849 | 58.43043 1.17235
H4: K16AC 49.18274 0.29381 | 42.37454 0.24892 45.5782 | 0.339849 | 41.56957 1.17235
H4: K20UN 17.75555 | 0.271181 28.8535 | 0.449147 | 16.85171 | 0.109955 31.3272 | 0.144836
H4: K20ME1 4.396094 | 0.310896 | 4.448862 | 0.190933 | 4.329657 | 0.112466 | 3.554151 0.28487
H4: K20ME2 54.21575 | 0.814325 | 43.65173 | 0.560632 44.5336 | 0.480041 | 42.04991 | 0.480762
H4: K20ME3 2467229 | 0.120721 | 1.291879 | 0.229717 | 2.101723 | 0.161885 | 1.778311 | 0.252013
H4: K20AC 21.16538 | 0.364934 | 21.75403 | 0.645909 32.1833 | 0.305018 | 21.29043 | 0.496302
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Anhang 9: Liste der signifikant deregulierten Gene der RNA-Seq-Analyse

Dargestellt sind alle Gene mit einem Fold Change (FC) >1,5 (<-1,5) und einem FDR p-Wert < 0,05

Anhang

Quisinostat vs. DMSO - Hochreguliert
Gen Log2 FC pl-:vl?lz it Gen Log2 FC p'-:V[\)IS it Gen Log2 FC p-FVI?IE it
TSPY4 5.17 3.31E-03 GAL3ST1 2.50 3.56E-03 MLXIPL 1.98 4.95E-02
HBA1 5.01 1.08E-04 PRKCB 2.50 3.01E-03 PDLIM3 1.97 3.62E-02
TTC9B 4.98 3.59E-02 PLIN5 2.50 1.32E-02 CSPG4 1.97 2.11E-02
SPATA31A6 4.77 2.13E-03 SYT11 2.46 4.16E-02 ZDHHC22 1.96 4.99E-02
CPNE5 4.18 3.34E-02 ELAVL3 2.44 8.53E-04 CELF5 1.95 2.25E-02
PAX1 3.87 2.77E-02 COL5A3 2.43 5.32E-03 CILP2 1.93 5.59E-03
SCN3A 3.84 1.31E-02 CHRNA4 2.40 3.08E-02 ENTPD2 1.93 2.17E-02
SCN1A 3.81 2.33E-02 ONECUT3 2.40 2.50E-02 TMEM121 1.93 3.50E-02
CPED1 3.64 1.21E-02 ICAM5 2.40 3.50E-02 CLIC6 1.92 3.08E-02
DHRS2 3.63 1.98E-16 SLC13A5 2.39 1.71E-02 NOS2 1.90 3.39E-02
ABCD2 3.59 4.21E-02 FER1L4 2.38 1.06E-02 COL9A2 1.90 4.73E-04
GPAT2 3.49 2.47E-02 ST8SIA1 2.37 1.47E-02 SOX18 1.90 3.31E-02
GBP5 3.43 3.35E-02 COMP 2.37 1.11E-02 PRKCG 1.89 4.96E-02
WNT11 3.42 2.02E-04 MAPT 2.37 4.55E-03 NEFM 1.89 2.50E-02
SLC7A10 3.40 8.44E-04 AlPL1 2.37 2.47E-02 CBARP 1.88 2.02E-04
KIF19 3.39 1.33E-02 PMEL 2.36 2.42E-04 GOLGAS8N 1.87 4 .14E-02
FOXF1 3.38 3.00E-02 GABRD 2.34 4.48E-02 MAPK8IP2 1.87 3.73E-04
C1QL4 3.36 8.44E-04 SEMA3B 2.34 4.36E-04 TSPAN7 1.87 2.07E-02
GSTA2 3.36 4.84E-02 ENOX1 2.33 4.34E-02 ADGRB2 1.85 2.50E-02
KCNH4 3.29 4.08E-03 CCDC184 2.32 2.28E-02 UBE2L6 1.84 3.40E-02
RP1 3.21 4.94E-02 SLC38A4 2.31 2.18E-02 KIFC2 1.84 2.89E-02
EDN2 3.19 2.28E-02 FOXN4 2.31 4.88E-02 DNAH3 1.84 8.07E-03
CDH22 3.17 1.10E-02 HMCN2 2.30 1.54E-02 CAMK2N2 1.83 3.34E-02
KCNH3 3.12 5.32E-03 SYT5 2.29 4 .15E-02 SUSD3 1.82 1.07E-02
CD8B 3.10 2.67E-02 TFR2 2.29 4.14E-02 CPLX1 1.82 2.69E-02
REM1 3.08 2.90E-02 NMUR2 2.28 4.29E-02 DLX3 1.80 2.87E-02
GFRA2 3.07 3.62E-02 NXF2 2.27 3.03E-02 HSPA12B 1.80 1.22E-02
SPATA31A1 3.07 2.98E-02 LPAR5S 2.26 3.81E-02 RBMY1A1 1.79 2.11E-02
SLC18A2 3.06 3.45E-03 GNG13 2.25 2.83E-02 CACNA1C 1.79 2.50E-02
ALOXE3 2.97 2.25E-02 SOX3 2.24 2.99E-04 CAPN6 1.78 5.59E-03
ZNF716 2.95 4.96E-03 PLIN4 2.22 3.48E-02 CPLX2 1.78 1.23E-02
GRIN2B 2.93 6.69E-03 LY6H 2.21 4.21E-02 GRIK3 1.78 1.71E-02
SCRT1 2.93 1.83E-02 SHD 2.21 4.72E-02 ANKRD13B 1.77 4.24E-04
CGREF1 2.92 1.32E-06 RORC 2.20 3.08E-02 COL1A1 1.77 8.77E-07
FCER2 2.92 4.07E-02 GCK 2.18 4.95E-02 TINAGL1 1.77 3.29E-02
RHBG 2.91 1.24E-02 NEURL1B 217 1.13E-03 CDH6 1.77 4.94E-02
FRRS1L 2.88 2.45E-02 GALNT18 217 2.55E-02 BCAN 1.76 1.77E-02
ABLIM3 2.88 4 .13E-03 SGSM1 217 4.25E-02 JUNB 1.76 7.41E-03
PLEKHH2 2.86 3.37E-04 ANPEP 217 1.71E-02 HMX1 1.76 5.32E-03
RTBDN 2.86 7.20E-03 RCN3 2.16 2.00E-03 DUSP9 1.76 1.82E-02
CYP4F22 2.86 4.52E-03 SCUBE1 2.14 2.90E-02 CACNG7 1.75 1.79E-02
LAMP5 2.85 3.57E-04 ATP8B3 2.14 4.01E-02 PCBP3 1.74 3.90E-02
PADI1 2.84 1.67E-02 RAB26 2.14 3.79E-02 FAM171A2 1.74 7.31E-03
GOLGAS8IP 2.82 1.32E-02 STX1B 2.14 3.85E-03 DUSP8 1.74 7.03E-03
TGM2 2.76 4.45E-06 PKP1 2.14 3.81E-02 NKD2 1.73 4.95E-02
BHMT 2.71 3.38E-03 PNMAS5 2.14 3.67E-02 RRAGD 1.73 4.21E-02
CACNA1G 2.71 3.66E-04 CRABP1 2.13 3.01E-03 CEBPA 1.73 6.52E-03
CCDC103 2.71 1.90E-02 UNC5A 2.13 2.57E-02 SLC22A17 1.73 2.72E-02
HS3ST6 2.70 2.28E-02 DDN 2.12 4.78E-02 MATK 1.73 3.43E-03
GALNT16 2.70 6.34E-04 CRB2 2.1 2.85E-02 TESC 1.72 2.36E-02
COL8A2 2.68 3.98E-03 ZCCHC12 2.10 2.00E-03 PRSS35 1.72 4.96E-02
PTGS1 2.68 5.40E-05 COL20A1 2.10 2.02E-02 GPRIN1 1.71 8.44E-04
DCAF8L2 2.67 1.22E-02 NCAM1 2.10 3.86E-02 CACNGS8 1.71 4.96E-02
CHRNB2 2.67 2.41E-02 FXYD7 2.10 2.89E-02 ATP1A3 1.70 8.07E-03
DCAF8L1 2.65 1.59E-02 P2RY2 2.08 4.95E-02 NRXN2 1.70 3.81E-02
CHRM4 2.65 1.47E-02 TNFRSF1B 2.08 2.39E-02 STAC2 1.70 3.82E-02
HES4 2.65 3.79E-03 DPYSL5 2.07 1.16E-03 CLDN3 1.70 3.82E-02
HLA-F 2.64 9.80E-03 ANKRD6 2.05 1.24E-02 PPFIA3 1.69 1.41E-02
ASIC1 2.61 1.25E-02 ATP2C2 2.05 1.18E-02 PTPRU 1.69 1.72E-05
F12 2.61 1.30E-02 KCNAB3 2.05 1.41E-02 SLC16A3 1.68 5.99E-06
FMOD 2.59 2.95E-02 VCX3A 2.05 3.37E-02 SERPINB9 1.68 1.01E-04
KCNC1 2.57 6.58E-03 PYY 2.04 3.81E-02 PAX5 1.67 3.84E-02
TRIM46 2.54 5.02E-03 IRX6 2.04 2.80E-02 DPYSL4 1.66 1.25E-02
CACNG5 2.54 1.90E-02 CACNA1B 2.04 3.43E-03 SLFN13 1.65 7.00E-04
ESPNL 2.53 4.52E-02 ADGRE2 2.03 1.18E-02 CACNA1A 1.65 2.39E-02
TEX13A 2.53 1.44E-02 ELFN1 2.02 3.78E-03 LRRC32 1.65 4.94E-02
CHGA 2.52 2.00E-03 RPRML 2.01 1.54E-02 KCNC3 1.64 1.35E-02
CES1 2.51 8.28E-03 DGAT2 1.98 6.63E-03 SRRM3 1.64 2.24E-02
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Anhang

Quisinostat vs. DMSO — Hochreguliert (Fortsetzung)

Gen Log2 FC ,fvEJE ) Gen Log2 FC p'-:v?/s " Gen Log2 FC p-FVE\)/eR )
RADIL 1.64 1.82E-02 | SLITRK4 1.57 4.14E-02 | EPOP 1.52 3.17E-03
NDRG4 1.63 3.01E-03 | CD74 1.57 4.01E-02 | CASZ1 1.52 4.53E-02
CDKN1C 1.63 3.29E-02 | SLC8B1 1.56 2.06E-03 | NPAS1 1.52 3.34E-02
NPTX2 1.62 2.00E-03 | MMP16 1.55 7.07E-03 | EEF1A2 1.51 5.97E-03
TMEMS9L 1.62 5.84E-03 | KCNQ2 1.54 3.21E-03 | HSPA2 1.50 2.02E-04
LRFN1 1.61 4.96E-02 | PLPPR3 1.53 1.09E-03
PIANP 1.58 1.29E-03 | DIRAS1 1.53 3.87E-03

Quisinostat vs. DMSO — Herabreguliert

Gen Log2 FC p'-:vl:\)/z ) Gen Log2 FC ,fvE@S " Gen Log2 FC p-FVE\)/eR )
EIF3CL -3.69 3.49E-16 | PAPPA -1.96 1.47E-02 | RGS4 -1.64 1.01E-04
LYST -2.73 3.62E-05 | DPPA3 -1.95 1.05E-03 | LRP1B -1.59 4.71E-02
IL13RA2 -2.69 4.81E-04 | CALCR -1.89 1.63E-02 | SMAGP -1.54 1.01E-04
NAV3 -2.55 6.69E-03 | HORMAD1 -1.86 2.57E-02 | TTN -1.53 2.42E-04
AK4 -2.11 4.15E-13 | GAD2 -1.78 3.87E-03 | CAP2 -1.52 2.50E-02
LYPD1 -2.07 2.00E-03 | EFCAB2 -1.77 1.82E-02 | LRAT -1.51 2.50E-02
PTCHD4 -2.02 4.94E-02 | CCDC141 -1.67 2.00E-03

JIB-04 vs. DMSO — Hochreguliert JIB-04 vs. DMSO - Herabreguliert
p_FVE\)/eR " Log2 FC pl-:VE\)IE it Name Log2 FC p_FVE\)/eR "
SLC16A3 1.76 6.25E-06 EIF3CL -1.72 4.61E-02

DDIT4 1.60 2.59E-04
Chaetocin vs. DMSO — Hochreguliert

Gen Log2 FC pl-:vl:\)lz it Gen Log2 FC pl-:vl:\)ls it Gen Log2 FC p-FVE\)IE it
SERPINB3 6.77 5.71E-04 | CLIP4 3.32 5.68E-05 | NLRC3 2.35 1.18E-02
DLX5 5.91 5.16E-07 | TBC1D9 3.27 6.54E-04 | PLAGL1 2.33 2.71E-06
DLX6 5.90 9.31E-08 | HMOX1 3.17 5.90E-29 | ACTC1 2.30 1.47E-02
ESX1 5.33 1.61E-03 | SERPINB4 3.13 5.84E-03 | RUNX1 2.29 4.60E-04
OLR1 5.07 4.33E-09 | POU3F2 3.05 9.99E-03 | TBX2 2.23 6.54E-04
CD36 4.87 2.86E-05 | GATA3 3.01 2.62E-08 | FLRT3 2.18 1.38E-03
MAP2 4.75 1.68E-07 | OLAH 2.97 4.31E-04 | NPTX1 2.13 3.38E-03
RORB 4.69 2.87E-06 | LRRC4C 2.97 3.53E-02 | PDGFB 2.13 1.37E-02
FILIP1L 4.55 4.23E-06 | CCDC85A 2.95 1.38E-03 | RPL3L 2.06 4.89E-02
ACSMA1 4.41 9.72E-03 | LRRN3 2.92 1.14E-02 | INPP4B 2.04 6.61E-03
PCLAF 4.40 7.97E-10 | PTHLH 2.87 1.03E-02 | CHD7 2.00 2.11E-04
CA3 4.27 1.17E-04 | MBNL2 2.82 4.29E-03 | TMEM155 1.92 2.06E-02
DIO2 4.23 2.19E-10 | CCDC92 2.77 1.59E-02 | ZNF436 1.89 1.54E-02
CDX2 3.97 1.62E-05 | ZFHX3 2.76 2.77E-09 | AMOT 1.89 1.72E-05
GATAG 3.85 4.28E-04 | DUSP4 2.75 1.51E-06 | BCL6 1.78 1.65E-02
CLEC4C 3.83 4.07E-03 | SOX3 2.74 1.32E-06 | DNAH3 1.73 2.47E-02
TNFSF8 3.80 3.73E-02 | COL2A1 2.72 1.70E-04 | BASP1 1.71 1.20E-08
DNAH12 3.78 9.53E-03 | COL8A1 2.68 5.57E-04 | AHNAK 1.69 3.34E-06
GSG1 3.73 1.35E-02 | DCDC2 2.64 1.86E-03 | NBPF20 1.69 1.18E-02
SOX6 3.67 3.53E-02 | ANKRD1 2.61 1.83E-05 | TBX3 1.67 4.04E-05
SLITRK6 3.61 6.13E-03 | FRMD4B 2.61 9.39E-06 | USP3 1.66 3.62E-02
BHLHE22 3.61 1.34E-03 | FER1L4 2.60 4.35E-03 | ZNF664 1.64 3.38E-05
SOST 3.53 5.84E-03 | MEIS2 2.60 4.09E-03 | GAB2 1.61 3.63E-03
AGTR1 3.52 4.60E-02 | PAX3 2.55 1.59E-02 | ZIC2 1.60 1.62E-05
TMEM52B 3.50 4.85E-04 | ACE2 2.49 1.23E-02 | ZIC5 1.59 9.84E-03
PRKD1 3.49 7.32E-05 | PRTG 2.48 1.21E-09 | SOCS3 1.55 1.70E-04
LCT 3.43 3.08E-02 | SOX5 2.39 2.24E-03
ERG 3.37 2.05E-02 | YAF2 2.39 1.79E-03

Chaetocin vs. DMSO — Herabreguliert

Gen Log2 FC p'-:vl:\)/z ) Gen Log2 FC ,fvE@S ) Gen Log2 FC p-FVE\)/eR )
ATP1A2 -3.26 1.69E-05 | CPLX2 -2.19 1.23E-02 | ADGRA2 -1.95 1.22E-07
CASQ1 -2.99 4.66E-03 | ADAM33 -2.09 1.30E-02 | ADORA1 -1.69 3.93E-02
POU2F3 -2.99 3.49E-05 | RGS4 -2.09 4.39E-08 | TIMP4 -1.52 1.08E-04
LRAT -2.50 1.20E-05 | TMEM132B -2.05 8.90E-06 | ARHGAP40 -1.52 1.57E-02
SLC13A3 -2.36 1.47E-02 | SEMG1 -1.98 2.73E-03
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Anhang

MZ-1 vs. DMSO — Hochreguliert

MZ-1 vs. DMSO - Herabreguliert

Gen Log2 FC ,fvEJE - Gen Log2 FC p-FVE\)/eR )
EIF30L 231 | 1.356-04
LP99 vs. DMSO — Hochreguliert

Gen Log2 FC p-FvE\)/eR ) Gen Log2 FC ,fv%? " Gen Log2 FC p_FvE\)/E "
TACH 3.33 | 4.36E-04 | NPIPA3 237 | _2.04E-02 | DDIT3 172 | 254E-06
GJD3 3.31 | 4.16E-02 | DDR2 2.36 | _1.06E-02 | ARRDCA 169 | 1.326-02
MTRNR2LS 3.16 | 1.83E-02 | COL20A1 232 | 7.45E-03 | RIMS3 168 | 1.43E-04
GNG13 3.08 | 3.95E-04 | CEBPB 229 | _1.56E-07 | DDIT4 166 | 5.91E-06
MTRNRZL12 3.03 | 2.46E-02 | VEGFA 2.11 | 4.23E-08 | AKNA 165 | 4.19E-07
TRIB3 2.94 | 543E-20 | TXNIP 2.08 | 4.24E-06 | JDP2 156 | 5.31E-03
C170rf49 2.91 | 4.58E-05 | SLCIAA 2.06 | 1.17E-05 | SLC6A9 156 | 1.18E-03
ULBP1 279 | 5.34E-04 | NPPB 2.05 | 3.16E-03 | PABPCAL 155 | 1.69E-05
GNRHR2 273 | 1.31E-03 | ALDHIL2 1.96 | 1.35E-03 | BHLHE40 154 | 8.73E-04
LAMP3 270 | 9.63E-03 | ATP2C2 193 | 2.42E-02 | GDF15 152 | 2.69E-03
KIF1A 2.66 | 7.59E-18 | SEMA3B 186 | 1.18E-02 | FLNC 152 | 1.02E-05
HRK 261 | 2.75E-03 | ADM2 186 | 4.58E-05 | SESN2 151 | 1.70E-05
PCK2 254 | 4.40E-07 | DHRS2 182 | 7.26E-04 | RHOB 150 | 5.61E-04
THRB 2.44 | 3.22E-03 | ASNS 177 | 1.14E-06
SGCG 243 | 4.77E-02 | IL21R 174 | 1.55E-02

LP99 vs. DMSO — Herabreguliert

Gen Log2 FC pl-:vl:\)lz it Gen Log2 FC pl-:vl:\)ls it Gen Log2 FC p-FVE\)IE it
GOLGAGA 435 | 1.29E-02 | MT-ND3 230 | 2.18E23 | LRP1B .04 | 1.06E-02
NCKAP1L 3.90 | 7.71E-04 | MAGECH 230 | 4.96E-02 | EIF3CL 194 | 2.13E-04
GLIPRTL 359 | 2.68E-02 | DPPA3 228 | 2.20E-05 | CSMDA 192 | 348E-02
RGS4 336 | 2.48E22 | CSTH 222 | 2.39E-02 | GDF3 188 | 1.44E-10
CSH2 324 | 1.09E-02 | APLNR 221 | 7.66E-03 | MT-CO3 187 | 461E-15
SAMD3 318 | 4.25E-02 | SPN 220 | 4.85E-02 | APLN 185 | 1.97E-02
OR52A1 3.00 | 1.24E-02 | MT-ND2 219 | 115620 | RAB3A 182 | 3.06E-02
LYST 2.92 | 2.25E-06 | CNR2 219 | 5.86E-03 | GAD2 180 | 3.40E-03
HASZ 287 | 6.67E-09 | MT-ND4 219 | 5.47E-19 | UMODLA 178 | 4.28E-02
KCND3 266 | 3.77E-02 | MT-CYB 218 | 5.52E-20 | POU2F3 169 | 4.99E-02
CLEC6A 263 | 3.30E-05 | KLHDCB8A 214 | 7.59E-03 | FGF19 165 | 2.17E-03
GJA5 250 | 2.48E-03 | IL13RA2 211 | 1.18E-02 | SPRY3 165 | 2.99E-02
MT-ATP6 243 | 2.07E-25 | CMKLR1 210 | 1.03E-02 | TOX3 163 | 8.056-03
ADAMTSA 239 | 1.32E-02 | MT-ATPS 209 | 1.85E-19 | CBR3 156 | 4.62E-02
ERVW-1 234 | 1.23E-02 | LEFTY2 199 | 2.56E-02 | MT-NDAL 155 | 1.97E-09
PDE1B 233 | 8.80E-03 | CLEC4D 195 | 5.39E-08 | TERF1 150 | 6.15E-06

PRT4165 vs. DMSO — Hochreguliert

Gen Log2 FC ,fvEJE ) Gen Log2 FC ,fvE@S " Gen Log2 FC p-FVE\)/eR )
MMP10 6.80 | 1.19E-07 | POSTN 2.49 | 2.30E-03 | TGM2 2.00 | 6.62E-03
MMP1 6.18 | 1.61E-04 | NPPB 235 | 6.99E-04 | CD44 191 | 2.04E-05
SPANXA1 574 | 6.99E-04 | FLNC 2.32 | 4.13E-13 | KCNJ2 187 | 3.43E-02
NPB 448 | 7.58E-03 | DIO2 227 | 1.90E-02 | COL9AZ 181 | 1.92E-03
SPANXC 427 | 2.77E-05 | GATA3 217 | 6.99E-04 | GLIPR2 181 | 7.37E-04
MMP3 410 | 3.70E-02 | TIMP3 2.14 | 1.19E-07 | CLDN10 180 | 5.59E-03
SPANXB1 371 |  2.59E-05 | HAND1 214 | 4.07E-04 | SEMG1 173 | 7.62E-03
CPA4 3.70 | 4.71E-04 | GDF15 212 | 3.57E-06 | PLK2 168 | 2.64E-04
ACE2 3.41 | 3.86E-05 | ANXAT 2.08 | 8.86E-11 | CDKNIA 165 | 7.81E-04
OLR1 3.34 | 2.06E-03 | ADAMTSO 207 | 3.75E-04 | DHRS2 158 | 2.02E-02
COMP 3.24 | 9.61E-05 | ANK1 2.05 | 1.64E-03 | EEF1A2 151 | 1.61E-02
ALOXE3 3.04 | 5.00E-02 | GPRC5A 2.04 | 9.98E-09

PRT4165 vs. DMSO — Herabreguliert

Gen Log2 FC pl-:vl:\)lz it Gen Log2 FC pl-:vl:\)ls it Gen Log2 FC p-FVE\)IE it
EIF30L 252 | 4.93E-07 | SULTIAA 1.95 | 4.91E-02 | DPPAG 179 | 5.656-03
PPFIA4 226 | 1.81E-02 | DPPA3 181 | 6.78E-03 | PCDHGCA4 164 | 9.75E-03
BST2 205 | 2.74E-02
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Anhang

GSK343 vs. DMSO — Hochreguliert

Gen Log2 FC p'-:vl:\)/s - Gen Log2 FC ,fvE&Fé " Gen Log2 FC ,fvE&Fé )
FOSB 3.06 | 8.81E-03 | EMP1 222 | 1.08E-02 | SRXNA 181 | 6.19E-10
CSFIR 3.81 | 1.46E-03 | SERPINEA 2.18 | 5.57E-07 | JUNB 180 | 3.89E-03
TACH 3.59 | 6.04E-05 | JUN 2.15 | _3.84E-06 | GADD45B 180 | 2.57E-05
SQSTMI 3.30 | 9.91E-42 | ANKRD1 2.15 | _7.47E-04 | THBS1 177 | 5.18E-07
TLR6 3.20 | 1.32E-03 | GDF15 215 | 5.556-07 | ZNF165 177 | 6.22E-03
TWISTA 3.17 | 1.35E-07 | MCOLN3 2.14 | _4.03E-05 | STX3 176 | 3.10E-10
HRK 3.16 | _4.17E-05 | UAPILA 213 | 7.54E-05 | ATF3 175 | 1.54E-05
BHLHE40 3.13 | 1.42E-17 | RUNXA 2.10 | _1.17E-03 | ABHD4 174 | 1.22E-06
IFIT2 2.82 | 3.03E-03 | PLAU 209 | 267E-05 | FOSL2 173 | 1.55E-02
DLX2 2.77 | 2.30E-02 | DDIT3 2.06 | 2.76E-09 | FTL 171 | 2.61E-11
KIF1A 2.76 | _7.91E-19 | NAB2 2.06 | 9.89E-06 | SAMDA4A 171 | 1.10E-04
DUSP1 2.72 | 1.79E-08 | FOSL1 2.06 | 1.856-03 | RBM11 165 | 4.46E-02
IL11 264 | 1.15E-04 | KLF6 2.05 | 2.26E-06 | RHOB 165 | 6.04E-05
ULBP1 262 | 1.23E-03 | KIAAO319 204 | 4.77E-02 | TRIB3 164 | 1.02E-05
VGF 258 | 1.37E-23 | NLRC5 109 | 3.93E-02 | EMILIN2 162 | 6.51E-04
FOS 254 | 3.12E-02 | PPPIR15A 198 | 1.62E-06 | TNFRSF12A 160 | 2.26E-06
LIPG 251 | 3.11E-05 | PLEKHA? 197 | 1.36E-06 | JUND 159 | 9.46E-08
GNG13 250 | _8.59E-03 | MAFF 1.95 | 6.04E-05 | NDRG1 158 | 1.09E-02
NXF2 249 | 1.09E-02 | RRAGD 195 | 1.40E-02 | ZHX2 157 | 4.89E-02
RBM20 247 | 1.68E-05 | IRS2 104 | 1.88E-05 | PSTPIP2 157 | 1.74E-03
ADM 247 | 6.61E-04 | C170r49 192 | 3.38E-02 | RRAGC 156 | 6.01E-07
TMEM200C 2.46 | 2.24E-02 | NUPR1 101 | 4.78E-02 | AMOTL2 154 | 2.64E-06
PKD1L2 243 | 2.82E-03 | UPP1 189 | 2.15E-07 | ARRDC3 154 | 7.47E-04
ADAMTS9 242 | 1.36E-06 | NUAK2 187 | 1.33E-06 | PTPRN 154 | 3.61E-02
ZFP36 239 | 6.04E-05 | MAP1A 185 | 2.79E-07 | CD44 153 | 7.61E-04
DMRT1 233 | 3.11E-02 | KCNJ2 183 | 1.19E-02 | HSPBS 152 | 7.48E-05
CCR? 2.5 | 3.09E-03 | GADD45A 182 | 1.69E-07 | SOCS3 152 | 1.34E-04
HDACO 223 | 1.72E-09 | MRNIP 181 | 4.47E-06 | GATA2 152 | 3.80E-04

GSK343 vs. DMSO — Herabreguliert

Gen Log2 FC ,fvEJE ) Gen Log2 FC p'-:v?/s " Gen Log2 FC p'-:v?/s "
GOLGA6D 4.42 | 8.65E-03 | IRX4 221 | 205603 | IL13RA2 1.84 | 3.12E-02
SCNN1B 4.06 | 4.34E-02 | NR5AT 220 | 9.57E-03 | FGF19 .82 | 2.97E-04
UMODLA 3.29 | 5.34E-06 | DND1 218 | 8.18E-04 | HOMER3 .82 | 7.87E-03
FCGBP 313 | 2.16E-03 | MYB 216 | 4.23E-02 | Clorfod .81 | 3.59E-02
RGS4 292 | 6.53E-17 | DPPA3 215 | 7.54E-05 | SCUBE2 .81 | 1.78E-02
TRPC5 292 | 4.75E-03 | HMCN1 215 | 2.74E-04 | EPHA4 .77 | 2.11E-02
LYST 279 | 5.80E-06 | LRP1B 214 | 2.05E-03 | SPRY3 477 | 1.13E-02
FGF23 2.78 | 3.94E-02 | CNR2 211 | 6.50E-03 | HAS? .76 | 1.54E-03
PPP1R17 254 | 1.10E-02 | CLEC6A 210 | 1.88E-03 | PPP1RIB .75 | 4.29E-04
ESRRB 249 | 1.926-03 | BST2 205 | 8.056-03 | CORO1A .75 | 3.70E-02
LMO1 2.46 | 3.04E-02 | ACKR3 2.04 | _4.50E-02 | METTL7A .75 | 1.39E-07
HTR1D 2.44 | 4.60E-02 | PDE1B 201 | 2.70E-02 | MYH2 .74 | 3.83E-02
ABCA% 242 | 2.36E-02 | EVPL 201 | 1.056-02 | GDF3 .70 | 2.07E-08
TMOD1 240 | 4.64E-02 | PCDHGCA 1.99 | 9.76E-05 | INPP5D .68 | 3.20E-02
BBOX1 239 | 3.70E-02 | CLEC4D 199 | 3.10E-08 | CBR3 165 | 2.20E-02
DES 2.36 | 4.77E-02 | KLHDC8A .96 | 1.40E-02 | HOXB1 163 | 4.03E-02
SYT12 2.36 | 3.07E-03 | TMEM215 193 | 4.42E-02 | CDK18 161 | 3.45E-02
EIF3CL -2.35 | 1.35E-06 | KHDC3L .92 | 2.09E-02 | SYNE2 161 | 5.67E-08
NCKAPAL 232 | 3.97E-02 | CMKLR1 1.92 | 1.87E-02 | MTIH 150 | 2.38E-02
TCL1B 226 | 2.84E-02 | GAD2 191 | 9.43E-04 | HAPLNA 157 | 1.93E-03
JAML 2.26 | 2.22E-03 | EPHB2 1.89 | 2.32E-05 | CCDC80 .57 | 3.77E-04
OPCML 225 | 5.63E-03 | VILT .89 | 1.71E-02 | ABCA1 154 | 1.68E-05
TLE6 223 | 2.70E-02 | FBN2 1.88 | 4.00E-09 | FGF4 .53 | 1.33E-07
SULF1 222 | 852604 | GMPR 1.87 | 3.68E-03 | TUBB4A 153 | 6.76E-05
POU2F3 221 | 2.36E-03 | APLNR .87 | 2.626-02 | ATP2A3 153 | 1.12E-02
TOX3 221 | 3.48E-05 | MAP2KG 1.86 | 5.55E-07 | SLC52A3 151 | 2.74E-03
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Anhang 10: Funktionelle Analyse der RNA-Seq-Daten

Die in Anhang 9 gelisteten Gene wurden mit dem Online Tool DAVID Bioinformatics Resources 6.8
(https://david.ncifcrf.gov/) genutzt [191,192] auf potentielle Funktionen der Gene analysiert. Es wurden dabei die
Datenbanken ,UniProt (UP) Keywords®, ,Gene Ontology (GO term) Biological Process” und ,Molecular Function®
sowie KEGG-Pathway bericksichtigt.

Quisinostat vs. DMSO — Hochreguliert
Datenbank Funktionsannotation p-Wert
UP_KEYWORDS Calcium 1,8E-11
UP_KEYWORDS lon channel 5,3E-11
UP_KEYWORDS Voltage-gated channel 8,2E-11
UP KEYWORDS lon transport 3,2E-10
UP_KEYWORDS Glycoprotein 3,3E-10
GOTERM_BP regulation of ion transmembrane transport 6,0E-7
UP_KEYWORDS Membrane 7,0E-7
UP_KEYWORDS Cell membrane 1,1E-6
UP KEYWORDS Calcium transport 1,1E-6
UP_KEYWORDS Transport 2,4E-6
UP_KEYWORDS Disulfide bond 7,2E-6
KEGG_PATHWAY Cholinergic synapse 7,9E-6
GOTERM_BP calcium ion transmembrane transport 9,5E-6
UP KEYWORDS Transmembrane helix 1,1E-5
KEGG_PATHWAY MAPK signaling pathway 1,1E-5
UP KEYWORDS Transmembrane 1,3E-5
GOTERM_BP chemical synaptic transmission 2,2E-5
UP_KEYWORDS Synapse 3,4E-5
UP_KEYWORDS Epilepsy 7,0E-5
UP_KEYWORDS Calcium channel 7,6E-5
GOTERM_MF voltage-gated calcium channel activity 8,0E-5
UP_KEYWORDS Extracellular matrix 1,1E-4
KEGG_PATHWAY Nicotine addiction 1,2E-4
KEGG_PATHWAY Dopaminergic synapse 1,7E-4
GOTERM_BP calcium ion transport 2,4E-4
GOTERM_BP membrane depolarization during action potential 2,8E-4
KEGG_PATHWAY Serotonergic synapse 4,1E-4
GOTERM_MF voltage-gated potassium channel activity 4,7E-4
KEGG_PATHWAY GABAergic synapse 6,0E-4
UP_KEYWORDS Postsynaptic cell membrane 7,2E-4
regulation of alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionate selective

GOTERM_BP glutamate receptor activity 7,5E-4
GOTERM MF extracellular matrix structural constituent 9,2E-4
KEGG_PATHWAY Synaptic vesicle cycle 1,0E-3
UP_KEYWORDS Cell junction 1,0E-3
UP_KEYWORDS Signal 1,1E-3
GOTERM_MF ion channel activity 1,3E-3
GOTERM BP transmission of nerve impulse 1,5E-3
KEGG_PATHWAY Retrograde endocannabinoid signaling 1,5E-3
UP KEYWORDS Potassium transport 1,6E-3
UP KEYWORDS Sodium transport 1,7E-3
GOTERM_BP regulation of membrane potential 1,7E-3
UP_KEYWORDS Proteoglycan 1,9E-3
UP_KEYWORDS Cell projection 2,1E-3
UP_KEYWORDS Sodium 2,2E-3
UP_KEYWORDS Potassium 2,7E-3
KEGG_PATHWAY Glutamatergic synapse 2,7E-3
GOTERM BP neurotransmitter secretion 2,8E-3
KEGG_PATHWAY Type |l diabetes mellitus 2,8E-3
GOTERM BP membrane depolarization 2,9E-3
GOTERM_MF_DIR

ECT calcium ion binding 2,9E-3
GOTERM_BP regulation of exocytosis 3,2E-3
GOTERM_MF channel regulator activity 3,3E-3
UP_KEYWORDS Collagen 4,1E-3
UP_KEYWORDS EGF-like domain 4,3E-3
KEGG _PATHWAY Morphine addiction 5,2E-3
UP KEYWORDS Spinocerebellar ataxia 5,3E-3
GOTERM_MF high voltage-gated calcium channel activity 5,3E-3
KEGG PATHWAY Circadian entrainment 6,2E-3
UP_KEYWORDS Neurotransmitter transport 7,3E-3
GOTERM BP regulation of insulin secretion 7,4E-3
GOTERM BP extracellular matrix organization 7,6E-3
UP_KEYWORDS Potassium channel 8,3E-3
KEGG PATHWAY Amphetamine addiction 8,7E-3
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UP KEYWORDS Protein kinase inhibitor 9,6E-3
KEGG_PATHWAY Amoebiasis 9,8E-3
GOTERM_BP prostaglandin biosynthetic process 1,1E-2
GOTERM_BP potassium ion transmembrane transport 1,3E-2
KEGG_PATHWAY Cardiac muscle contraction 1,4E-2
GOTERM BP sodium ion transport 1,4E-2
GOTERM_BP cardiac muscle cell action potential involved in contraction 1,4E-2
GOTERM_BP potassium ion transport 1,5E-2
UP_KEYWORDS Cell adhesion 1,5E-2
GOTERM_BP cardiac conduction 1,5E-2
GOTERM_BP response to pain 1,6E-2
UP_KEYWORDS Cytoplasmic vesicle 1,7E-2
GOTERM BP cell adhesion 1,7E-2
GOTERM_BP cell differentiation 1,8E-2
KEGG PATHWAY Insulin secretion 2,1E-2
GOTERM_BP skeletal system development 2,1E-2
UP_KEYWORDS Disease mutation 2,2E-2
KEGG_PATHWAY Calcium signaling pathway 2,3E-2
UP_KEYWORDS Developmental protein 2,7E-2
GOTERM_BP single organismal cell-cell adhesion 2,9E-2
GOTERM_MF microtubule binding 3,0E-2
GOTERM_BP ionotropic glutamate receptor signaling pathway 3,1E-2
GOTERM BP associative learning 3,1E-2
UP_KEYWORDS Secreted 3,1E-2
GOTERM_BP heart looping 3,3E-2
GOTERM_MF voltage-gated calcium channel activity involved in AV node cell action potential 3,3E-2
GOTERM_BP positive regulation of killing of cells of other organism 3,4E-2
GOTERM_BP protein targeting to plasma membrane 3,6E-2
GOTERM_BP neuromuscular synaptic transmission 3,6E-2
GOTERM_BP collagen catabolic process 3,7E-2
KEGG_PATHWAY Oxytocin signaling pathway 3,8E-2
UP_KEYWORDS Sodium channel 3,9E-2
GOTERM BP B cell activation 4 4E-2
GOTERM_MF calcium-dependent protein kinase C activity 4,4E-2
GOTERM_BP cellular response to carbohydrate stimulus 4,5E-2
GOTERM_BP acetylcholine receptor signaling pathway 4,5E-2
KEGG_PATHWAY Long-term potentiation 4,8E-2
GOTERM_BP nervous system development 4,8E-2
UP_KEYWORDS Lipid droplet 4,9E-2
GOTERM BP adult walking behavior 4 9E-2
KEGG_PATHWAY Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (ARVC) 5,0E-2
GOTERM_BP central nervous system development 5,0E-2
GOTERM_BP sodium ion transmembrane transport 5,2E-2
KEGG_PATHWAY Neuroactive ligand-receptor interaction 5,5E-2
UP_KEYWORDS Ligand-gated ion channel 5,5E-2
GOTERM_BP negative regulation of neurotransmitter secretion 5,6E-2
GOTERM_BP membrane depolarization during AV node cell action potential 5,6E-2
UP_KEYWORDS Differentiation 5,7E-2
GOTERM_BP regulation of calcium ion-dependent exocytosis 6,1E-2
GOTERM_MF ligand-gated ion channel activity 6,1E-2
GOTERM_MF delayed rectifier potassium channel activity 6,1E-2
KEGG_PATHWAY African trypanosomiasis 6,2E-2
GOTERM_MF phosphorelay sensor kinase activity 6,5E-2
KEGG_PATHWAY Antigen processing and presentation 6,7E-2
GOTERM_BP synaptic transmission, cholinergic 6,7E-2
UP_KEYWORDS Autism spectrum disorder 6,9E-2
GOTERM BP blood vessel development 7,1E-2
KEGG_PATHWAY Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) 7,2E-2
GOTERM BP locomotory behavior 7,3E-2
GOTERM_BP somitogenesis 7,4E-2
GOTERM_BP calcium ion-regulated exocytosis of neurotransmitter 7,4E-2
GOTERM_BP collagen fibril organization 7,4E-2
GOTERM_BP response to toxic substance 7,5E-2
UP_KEYWORDS Lipoprotein 7,6E-2
GOTERM_BP phosphorelay signal transduction system 7,8E-2
KEGG PATHWAY Aldosterone synthesis and secretion 7,8E-2
UP_KEYWORDS Hydroxylation 8,3E-2
KEGG_PATHWAY Aldosterone-regulated sodium reabsorption 8,3E-2
KEGG_PATHWAY Dilated cardiomyopathy 8,5E-2
GOTERM_BP neurological system process 8,8E-2
GOTERM_BP regulation of cardiac muscle cell membrane potential 8,8E-2
KEGG_PATHWAY Adrenergic signaling in cardiomyocytes 9,1E-2
UP KEYWORDS Paired box 9,3E-2
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GOTERM BP visual learning 9,4E-2
KEGG_PATHWAY Protein digestion and absorption 9,5E-2
GOTERM BP ion transmembrane transport 9,5E-2
UP_KEYWORDS Cleavage on pair of basic residues 9,8E-2
KEGG_PATHWAY Cell adhesion molecules (CAMs) 9,8E-2
GOTERM_BP transmembrane receptor protein tyrosine kinase signaling pathway 9,9E-2
GOTERM_BP phototransduction, visible light 9,9E-2
GOTERM_BP positive regulation of fatty acid beta-oxidation 9,9E-2
GOTERM_BP maintenance of epithelial cell apical/basal polarity 9,9E-2
GOTERM BP behavioral response to nicotine 9,9E-2
Quisinostat vs. DMSO — Herabreguliert
Datenbank Funktionsannotation p-Wert
GOTERM_BP activation of adenylate cyclase activity 3,7E-2
GOTERM_BP protein transport 5,3E-2
GOTERM BP response to glucocorticoid 6,0E-2
JIB-04 vs. DMSO — keine Funktionen gefunden
Chaetocin vs. DMSO — Hochreguliert
Datenbank Funktionsannotation p-Wert
GOTERM_MF transcription factor activity, sequence-specific DNA binding 7,5E-9
UP_KEYWORDS DNA-binding 51E-7
GOTERM_BP negative regulation of transcription, DNA-templated 1,1E-6
UP_KEYWORDS Activator 1,5E-6
GOTERM_BP positive regulation of transcription, DNA-templated 1,5E-6
UP_KEYWORDS Transcription regulation 5,1E-6
UP KEYWORDS Transcription 8,3E-6
GOTERM_BP negative regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter 8,7E-6
UP_KEYWORDS Developmental protein 1,6E-5
GOTERM_BP palate development 1,7E-5
GOTERM_MF sequence-specific DNA binding 5,2E-5
GOTERM_BP transcription from RNA polymerase Il promoter 5,6E-5
GOTERM_BP inner ear morphogenesis 6,8E-5
UP_KEYWORDS Homeobox 7,2E-5
GOTERM_BP positive regulation of reactive oxygen species metabolic process 2,7E-4
GOTERM_BP cellular response to BMP stimulus 2,7E-4
GOTERM_BP skeletal system development 2,8E-4
GOTERM_BP anatomical structure formation involved in morphogenesis 9,5E-4
GOTERM_MF RNA polymerase |l transcription factor binding 9,7E-4
UP_KEYWORDS Deafness 1,1E-3
GOTERM_MF DNA binding 1,1E-3
GOTERM_BP in utero embryonic development 1,2E-3
UP_KEYWORDS Nucleus 1,4E-3
GOTERM_MF transcription corepressor activity 1,5E-3
GOTERM_MF RNA polymerase |l regulatory region sequence-specific DNA binding 1,7E-3
GOTERM_MF transcription regulatory region DNA binding 1,9E-3
GOTERM_BP sensory perception of sound 2,4E-3
GOTERM_MF HMG box domain binding 2,5E-3
GOTERM_BP positive regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter 2,6E-3
GOTERM_BP positive regulation of blood vessel endothelial cell migration 2,9E-3
UP_KEYWORDS Neurogenesis 2,9E-3
GOTERM_BP positive regulation of cell proliferation 3,5E-3
GOTERM_MF RNA polymerase |l core promoter proximal region sequence-specific DNA binding 3,5E-3
UP KEYWORDS Disease mutation 3,6E-3
GOTERM_MF transcription factor binding 6,5E-3
GOTERM_BP organ morphogenesis 7,0E-3
transcriptional activator activity, RNA polymerase Il transcription regulatory region
GOTERM_MF sequence-specific binding 7,2E-3
UP_KEYWORDS Zinc-finger 8,3E-3
GOTERM_BP negative regulation of mast cell cytokine production 8,4E-3
GOTERM_BP negative regulation of JAK-STAT cascade 1,2E-2
GOTERM_BP mammary placode formation 1,3E-2
GOTERM_BP positive regulation of angiogenesis 1,3E-2
UP KEYWORDS Proto-oncogene 1,4E-2
GOTERM_MF core promoter sequence-specific DNA binding 1,4E-2
GOTERM_BP central nervous system development 1,4E-2
GOTERM_BP transcription, DNA-templated 1,5E-2
GOTERM_BP paracrine signaling 1,7E-2
GOTERM_BP positive regulation of mesenchymal stem cell differentiation 1,7E-2
UP_KEYWORDS Zinc 1,7E-2
GOTERM BP cellular response to transforming growth factor beta stimulus 1,8E-2
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GOTERM_MF protein kinase inhibitor activity 2,0E-2
GOTERM_BP female genitalia development 2,1E-2
GOTERM BP otic vesicle development 2,1E-2
GOTERM MF chromatin binding 2,3E-2
GOTERM_MF RNA polymerase |l core promoter sequence-specific DNA binding 2,3E-2
transcriptional repressor activity, RNA polymerase Il transcription regulatory region
GOTERM_MF sequence-specific binding 2,5E-2
GOTERM_BP regulation of systemic arterial blood pressure by renin-angiotensin 2,5E-2
UP KEYWORDS Repressor 2,8E-2
GOTERM_BP positive regulation of synapse assembly 2,8E-2
GOTERM_BP regulation of inflammatory response 2,9E-2
GOTERM_BP intestinal epithelial cell differentiation 2,9E-2
GOTERM BP atrioventricular canal development 2,9E-2
UP_KEYWORDS Atrial septal defect 3,1E-2
GOTERM_BP response to estrogen 3,1E-2
KEGG_PATHWAY Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells 3,1E-2
UP_KEYWORDS Leucine-rich repeat 3,3E-2
GOTERM_BP low-density lipoprotein particle clearance 3,3E-2
GOTERM_BP mesenchymal to epithelial transition 3,3E-2
UP KEYWORDS Chromosomal rearrangement 4 1E-2
GOTERM BP head development 4 1E-2
GOTERM_MF platelet-derived growth factor binding 4,5E-2
GOTERM_BP cardiac muscle tissue morphogenesis 5,0E-2
GOTERM_BP regulation of vasodilation 5,0E-2
GOTERM_BP dephosphorylation 5,1E-2
GOTERM_MF low-density lipoprotein receptor activity 5,3E-2
GOTERM_BP visual perception 5,3E-2
GOTERM_BP aorta morphogenesis 5,4E-2
GOTERM_BP muscle organ development 5,5E-2
UP_KEYWORDS Collagen 5,6E-2
GOTERM_BP erythrocyte development 6,2E-2
GOTERM_BP cellular response to hypoxia 6,2E-2
UP_KEYWORDS Metal-binding 6,3E-2
GOTERM_BP response to growth factor 6,6E-2
GOTERM_BP positive regulation of macrophage derived foam cell differentiation 6,6E-2
GOTERM_BP positive regulation of cartilage development 6,6E-2
GOTERM_BP negative regulation of protein kinase activity 6,6E-2
UP KEYWORDS Kallmann syndrome 6,8E-2
GOTERM_BP negative regulation of peptidase activity 7,0E-2
GOTERM BP response to ethanol 7,3E-2
GOTERM_BP innervation 7,3E-2
GOTERM BP face development 7,3E-2
transcriptional activator activity, RNA polymerase Il core promoter proximal region
GOTERM_MF sequence-specific binding 7,5E-2
GOTERM_BP positive regulation of chondrocyte differentiation 7,7E-2
GOTERM_BP regulation of neurogenesis 7,7E-2
transcriptional repressor activity, RNA polymerase Il core promoter proximal region
GOTERM_MF sequence-specific binding 7,8E-2
GOTERM_BP regulation of vasoconstriction 8,1E-2
GOTERM_BP positive regulation of cardiac muscle cell proliferation 8,9E-2
GOTERM_BP outflow tract septum morphogenesis 9,3E-2
GOTERM_BP negative regulation of myoblast differentiation 9,3E-2
GOTERM BP cellular senescence 9,3E-2
GOTERM_BP regulation of axonogenesis 9,3E-2
KEGG_PATHWAY Amoebiasis 9,6E-2
GOTERM_BP cochlea development 9,7E-2
GOTERM BP myeloid cell differentiation 9,7E-2
UP KEYWORDS Hypogonadotropic hypogonadism 1,0E-1
Chaetocin vs. DMSO — Herabreguliert
Datenbank Funktionsannotation p-Wert
GOTERM_BP regulation of respiratory gaseous exchange by neurological system process 9,3E-3
GOTERM_BP response to organic substance 2,0E-2
GOTERM_BP regulation of cardiac conduction 3,9E-2
GOTERM BP sodium ion transport 5,6E-2
KEGG_PATHWAY cGMP-PKG signaling pathway 6,7E-2
UP_KEYWORDS Sodium transport 7,1E-2
UP_KEYWORDS Sodium 7,6E-2
GOTERM_BP central nervous system development 8,2E-2
KEGG PATHWAY cAMP signaling pathway 8,4E-2
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MZ-1 vs. DMSO — keine Funktionen gefunden

LP99 vs. DMSO — Hochreguliert

Datenbank Funktionsannotation p-Wert
GOTERM_BP intrinsic apoptotic signaling pathway in response to endoplasmic reticulum stress 2,7E-3
GOTERM_BP negative regulation of fat cell differentiation 4,3E-3
GOTERM_BP negative regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter 5,9E-3
GOTERM_BP response to glucose 1,1E-2
GOTERM_MF transcription corepressor activity 1,1E-2
GOTERM_BP response to endoplasmic reticulum stress 1,3E-2
GOTERM_MF protein heterodimerization activity 2,2E-2
UP_KEYWORDS Apoptosis 2,7E-2
positive regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter in response to
GOTERM BP endoplasmic reticulum stress 2,8E-2
GOTERM_BP positive regulation of renal sodium excretion 2,8E-2
GOTERM_BP PERK-mediated unfolded protein response 2,8E-2
GOTERM_BP positive regulation of angiogenesis 2,9E-2
GOTERM_MF neuropilin binding 3,4E-2
GOTERM BP natural killer cell activation 4 5E-2
GOTERM_MF RNA polymerase |l core promoter proximal region sequence-specific DNA binding 4,8E-2
GOTERM_BP positive regulation of ubiquitin-protein transferase activity 5,0E-2
UP_KEYWORDS Secreted 5,4E-2
KEGG _PATHWAY PI3K-Akt signaling pathway 6,7E-2
UP KEYWORDS Neurotransmitter transport 7,6E-2
GOTERM_BP reactive oxygen species metabolic process 7,8E-2
GOTERM_MF protein homodimerization activity 8,7E-2
UP_KEYWORDS Amidation 9,2E-2
GOTERM_BP ovarian follicle development 9,3E-2
GOTERM BP angiogenesis 9,5E-2
LP99 vs. DMSO — Herabreguliert
Datenbank Funktionsannotation p-Wert
UP_KEYWORDS Leber hereditary optic neuropathy 1,2E-6
KEGG_PATHWAY Oxidative phosphorylation 3,1E-5
KEGG_PATHWAY Parkinson's disease 4,2E-5
UP_KEYWORDS Ubiquinone 6,1E-5
GOTERM_MF NADH dehydrogenase (ubiquinone) activity 2,0E-4
UP_KEYWORDS Signal 2,0E-4
GOTERM_BP mitochondrial electron transport, NADH to ubiquinone 2,3E-4
UP_KEYWORDS Respiratory chain 3,5E-4
UP KEYWORDS Electron transport 1,7E-3
UP KEYWORDS Transmembrane helix 1,7E-3
UP_KEYWORDS Transmembrane 1,8E-3
GOTERM_BP skeletal system development 4,5E-3
UP_KEYWORDS NAD 6,6E-3
UP_KEYWORDS Membrane 6,8E-3
GOTERM_BP mitochondrial respiratory chain complex | assembly 1,0E-2
GOTERM_BP ATP synthesis coupled electron transport 1,2E-2
UP_KEYWORDS Disulfide bond 1,2E-2
UP_KEYWORDS Cleavage on pair of basic residues 2,6E-2
GOTERM BP leukocyte chemotaxis 2,9E-2
UP_KEYWORDS CF(0) 3,0E-2
UP_KEYWORDS Growth factor 3,3E-2
UP_KEYWORDS ATP synthesis 3,4E-2
GOTERM_BP chemotaxis 3,6E-2
UP_KEYWORDS Oxidoreductase 3,8E-2
GOTERM_BP response to hyperoxia 4,1E-2
UP_KEYWORDS Leigh syndrome 4,3E-2
UP KEYWORDS Disease mutation 4, 6E-2
GOTERM_BP defense response to bacterium 4,9E-2
KEGG_PATHWAY Metabolic pathways 5,0E-2
GOTERM_BP mitochondrial ATP synthesis coupled proton transport 5,0E-2
GOTERM_BP ATP synthesis coupled proton transport 5,2E-2
GOTERM_MF growth factor activity 5,6E-2
UP_KEYWORDS Polymorphism 5,7E-2
GOTERM_BP positive regulation of phosphorylation 5,9E-2
UP_KEYWORDS Transport 6,3E-2
GOTERM_BP ATP biosynthetic process 6,8E-2
GOTERM_BP positive regulation of vasodilation 6,8E-2
GOTERM_BP negative regulation of blood pressure 7,1E-2
GOTERM_BP response to amphetamine 7,3E-2
GOTERM MF hydrogen ion transmembrane transporter activity 7,3E-2
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GOTERM_BP regulation of heart rate by cardiac conduction 8,2E-2
GOTERM_BP immune response 8,3E-2
GOTERM BP cell development 9,3E-2
GOTERM_MF transforming growth factor beta receptor binding 9,5E-2
GOTERM_BP regulation of apoptotic process 9,5E-2
GOTERM BP regulation of MAPK cascade 9,5E-2
UP_KEYWORDS Mitochondrion 9,6E-2
PRT4165 vs. DMSO — Hochreguliert
Datenbank Funktionsannotation p-Wert
UP_KEYWORDS Secreted 1,5E-7
UP KEYWORDS Extracellular matrix 1,8E-7
UP_KEYWORDS Metalloprotease 4,8E-6
UP_KEYWORDS Disulfide bond 1,6E-4
GOTERM_BP negative regulation of apoptotic process 2,3E-4
UP_KEYWORDS Signal 3,9E4
UP_KEYWORDS Collagen degradation 4,0E-4
UP_KEYWORDS Zymogen 4,1E-4
GOTERM BP extracellular matrix disassembly 4 4E-4
GOTERM_MF metalloendopeptidase activity 1,4E-3
KEGG_PATHWAY Proteoglycans in cancer 1,5E-3
UP_KEYWORDS Protease 1,9E-3
GOTERM_BP proteolysis 2,7E-3
GOTERM_MF endopeptidase activity 5,0E-3
GOTERM_BP extracellular matrix organization 6,6E-3
GOTERM_BP collagen catabolic process 7,0E-3
GOTERM_MF metallopeptidase activity 1,1E-2
GOTERM BP cell adhesion 1,2E-2
GOTERM_MF protein binding 1,3E-2
UP_KEYWORDS Calcium 1,4E-2
GOTERM BP regulation of vasodilation 2,3E-2
GOTERM_BP leukocyte migration 2,4E-2
GOTERM_MF zinc ion binding 2,4E-2
GOTERM_BP positive regulation of protein oligomerization 2,7E-2
UP_KEYWORDS Metal-binding 2,8E-2
GOTERM_BP skeletal system development 3,0E-2
UP_KEYWORDS Zinc 3,4E-2
GOTERM_BP response to X-ray 4,2E-2
UP_KEYWORDS Cell adhesion 4,4E-2
GOTERM MF calcium ion binding 5,0E-2
GOTERM_MF metallocarboxypeptidase activity 5,2E-2
UP_KEYWORDS Polymorphism 5,2E-2
UP KEYWORDS Disease mutation 5,2E-2
UP_KEYWORDS Carboxypeptidase 5,3E-2
UP_KEYWORDS Glycoprotein 5,5E-2
GOTERM_BP positive regulation of reactive oxygen species metabolic process 5,7E-2
GOTERM_BP cellular response to fibroblast growth factor stimulus 5,7E-2
UP KEYWORDS Pharmaceutical 7,5E-2
UP_KEYWORDS Proteoglycan 7,8E-2
GOTERM MF structural molecule activity 8,4E-2
UP_KEYWORDS Cleavage on pair of basic residues 8,5E-2
GOTERM_MF serine-type endopeptidase activity 8,8E-2
GOTERM BP peptide cross-linking 9,4E-2
PRT4165 vs. DMSO — Herabreguliert
Datenbank Funktionsannotation p-Wert
UP_ KEYWORDS Cytoplasm 3,4E-3
GSK343 vs. DMSO — Hochreguliert
Datenbank Funktionsannotation p-Wert
GOTERM BP response to cAMP 4,2E-11
GOTERM_BP positive regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter 2,2E-8
transcription factor activity, RNA polymerase Il core promoter proximal region sequence-
GOTERM_MF specific binding 7,1E-8
KEGG_PATHWAY Osteoclast differentiation 8,2E-8
GOTERM_MF transcription factor binding 1,1E-7
GOTERM_BP positive regulation of apoptotic process 1,7E-7
GOTERM_MF transcription corepressor activity 5,4E-7
GOTERM_BP negative regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter 1,3E-6
GOTERM_BP cellular response to hormone stimulus 2,3E-6
GOTERM BP response to mechanical stimulus 8,9E-6
GOTERM BP positive regulation of angiogenesis 1,8E-5
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GOTERM_BP transcription from RNA polymerase Il promoter 3,0E-5
GOTERM_MF transcription factor activity, sequence-specific DNA binding 4,5E-5
UP KEYWORDS Stress response 5,3E-5
GOTERM_MF protein heterodimerization activity 7,5E-5
GOTERM_BP skeletal muscle cell differentiation 8,6E-5
transcriptional activator activity, RNA polymerase Il transcription regulatory region
GOTERM_MF sequence-specific binding 9,3E-5
GOTERM BP cellular response to calcium ion 1,0E-4
GOTERM_BP response to cytokine 1,1E-4
GOTERM_BP response to lipopolysaccharide 1,3E4
UP_KEYWORDS DNA-binding 1,5E-4
UP_KEYWORDS Nucleus 2,9E-4
GOTERM_MF RNA polymerase |l core promoter proximal region sequence-specific DNA binding 3,0E-4
UP_KEYWORDS Apoptosis 3,1E-4
GOTERM_BP positive regulation of DNA-templated transcription, initiation 4,6E-4
GOTERM BP cell cycle arrest 5,6E-4
GOTERM_MF protein binding 5,9E-4
UP KEYWORDS Repressor 6,3E-4
GOTERM_BP positive regulation of cell differentiation 7,2E-4
GOTERM_BP response to progesterone 8,4E-4
transcriptional activator activity, RNA polymerase Il core promoter proximal region
GOTERM_MF sequence-specific binding 9,5E-4
GOTERM_BP regulation of transcription from RNA polymerase |l promoter 1,2E-3
GOTERM_BP regulation of cell death 1,2E-3
GOTERM_BP positive regulation of cell motility 2,0E-3
UP_KEYWORDS Transcription regulation 2,0E-3
GOTERM_MF protein homodimerization activity 2,5E-3
GOTERM BP response to muscle stretch 2,6E-3
UP_KEYWORDS Transcription 2,8E-3
GOTERM_BP regulation of cell cycle 2,9E-3
GOTERM_BP response to light stimulus 2,9E-3
GOTERM_BP response to corticosterone 3,3E-3
GOTERM_BP response to drug 3,3E-3
GOTERM_MF sequence-specific DNA binding 3,4E-3
GOTERM_MF R-SMAD binding 4,5E-3
KEGG_PATHWAY MAPK signaling pathway 4,5E-3
GOTERM_BP response to endoplasmic reticulum stress 5,5E-3
GOTERM_BP apoptotic process 5,5E-3
GOTERM_BP negative regulation of apoptotic process 5,9E-3
GOTERM_BP positive regulation of cell proliferation 6,7E-3
GOTERM_BP response to radiation 7,8E-3
KEGG_PATHWAY p53 signaling pathway 8,3E-3
GOTERM_BP female pregnancy 8,8E-3
GOTERM_MF RNA polymerase |l transcription factor activity, sequence-specific DNA binding 9,2E-3
GOTERM_BP inflammatory response 9,4E-3
GOTERM_MF identical protein binding 9,6E-3
GOTERM_BP negative regulation of transcription, DNA-templated 9,6E-3
GOTERM_BP intrinsic apoptotic signaling pathway in response to endoplasmic reticulum stress 1,1E-2
GOTERM_MF chromatin binding 1,1E-2
GOTERM_BP negative regulation of protein kinase activity 1,2E-2
GOTERM_BP regulation of cell proliferation 1,2E-2
GOTERM BP response to starvation 1,2E-2
GOTERM_BP response to cold 1,3E-2
UP_KEYWORDS Amidation 1,4E-2
UP KEYWORDS Proto-oncogene 1,5E-2
UP_KEYWORDS Pharmaceutical 1,5E-2
UP_KEYWORDS Coiled cail 1,6E-2
GOTERM_BP negative regulation of fat cell differentiation 1,7E-2
UP_KEYWORDS Activator 1,7E-2
GOTERM_MF RNA polymerase |l regulatory region sequence-specific DNA binding 1,8E-2
GOTERM_BP negative regulation of plasma membrane long-chain fatty acid transport 1,9E-2
GOTERM_BP regulation of wound healing 1,9E-2
GOTERM_MF transcription regulatory region DNA binding 1,9E-2
UP_KEYWORDS Phosphoprotein 2,0E-2
KEGG _PATHWAY Transcriptional misregulation in cancer 2,0E-2
GOTERM_BP negative regulation of plasminogen activation 2,4E-2
negative regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter in response to
GOTERM_BP endoplasmic reticulum stress 2,4E-2
GOTERM_BP response to hydrogen peroxide 2,5E-2
GOTERM_BP positive regulation of cytosolic calcium ion concentration 2,6E-2
KEGG_PATHWAY Chagas disease (American trypanosomiasis) 2,7E-2
GOTERM_BP defense response to Gram-negative bacterium 2,8E-2
KEGG PATHWAY TNF signaling pathway 2,9E-2
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GOTERM_BP cell growth 2,9E-2
GOTERM_MF RNA polymerase |l core promoter sequence-specific DNA binding 3,1E-2
UP KEYWORDS Neurodegeneration 3,1E-2
UP_KEYWORDS Cleavage on pair of basic residues 3,1E-2
GOTERM_BP hemopoiesis 3,2E-2
GOTERM_BP negative regulation of sequence-specific DNA binding transcription factor activity 3,3E-2
GOTERM_BP response to stress 3,4E-2
GOTERM_BP SMAD protein signal transduction 3,5E-2
GOTERM_BP response to gravity 3,7E-2
GOTERM_BP positive regulation of JNK cascade 3,8E-2
GOTERM BP B cell differentiation 4,0E-2
GOTERM_BP response to insulin 4,1E-2
GOTERM_BP positive regulation of fatty acid beta-oxidation 4,2E-2
GOTERM_BP branching involved in labyrinthine layer morphogenesis 4,2E-2
GOTERM_BP regulation of receptor activity 4,2E-2
GOTERM_BP positive regulation of peptidyl-serine phosphorylation 4,4E-2
GOTERM_BP aging 4,4E-2
UP_KEYWORDS Endosome 4,5E-2
GOTERM_BP cellular response to mechanical stimulus 4,5E-2
GOTERM_BP placenta blood vessel development 4,7E-2
GOTERM_BP negative regulation of fibrinolysis 4,7E-2
GOTERM_BP antifungal humoral response 4,7E-2
GOTERM BP circadian rhythm 5,0E-2
GOTERM_BP macroautophagy 5,1E-2
GOTERM_BP positive regulation of ERK1 and ERK2 cascade 5,1E-2
GOTERM_BP activation of MAPKKK activity 5,1E-2
UP_KEYWORDS Neuropathy 5,1E-2
GOTERM BP cellular response to insulin stimulus 5,2E-2
UP_KEYWORDS Differentiation 5,3E-2
GOTERM BP microglial cell activation 5,6E-2
positive regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter in response to
GOTERM_BP endoplasmic reticulum stress 5,6E-2
GOTERM_BP negative regulation of DNA biosynthetic process 5,6E-2
GOTERM_BP positive regulation of chemotaxis 5,6E-2
GOTERM_BP PERK-mediated unfolded protein response 5,6E-2
GOTERM_BP heart development 5,7E-2
GOTERM_BP positive regulation of cell migration 5,8E-2
GOTERM_BP eyelid development in camera-type eye 6,0E-2
GOTERM_BP mitotic cell cycle arrest 6,0E-2
GOTERM_BP response to yeast 6,0E-2
GOTERM_BP negative regulation of DNA damage response, signal transduction by p53 class mediator | 6,0E-2
KEGG PATHWAY Amphetamine addiction 6,4E-2
GOTERM_BP ruffle organization 6,5E-2
GOTERM_BP positive regulation of blood coagulation 6,5E-2
KEGG_PATHWAY Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) 6,8E-2
UP_KEYWORDS Growth arrest 7,0E-2
GOTERM_BP transforming growth factor beta receptor signaling pathway 7,1E-2
KEGG_PATHWAY HTLV-I infection 7,3E-2
GOTERM_BP positive regulation of p38MAPK cascade 7,4E-2
GOTERM_BP cellular response to hypoxia 7,7E-2
GOTERM_BP monocyte differentiation 7,8E-2
UP_KEYWORDS Ubl conjugation 8,0E-2
GOTERM_BP cellular response to extracellular stimulus 8,2E-2
GOTERM BP mRNA catabolic process 8,2E-2
GOTERM_BP olfactory bulb development 8,7E-2
UP_KEYWORDS Developmental protein 8,8E-2
UP KEYWORDS Innate immunity 8,9E-2
GOTERM_BP neuron migration 8,9E-2
UP KEYWORDS Lysosome 9,0E-2
GOTERM_BP angiogenesis 9,0E-2
GOTERM_BP positive regulation of pri-miRNA transcription from RNA polymerase Il promoter 9,1E-2
GOTERM_BP fibrinolysis 9,5E-2
GOTERM_BP cellular response to tumor necrosis factor 9,7E-2
GOTERM BP cell proliferation 9,7E-2
UP_KEYWORDS Growth factor 9,8E-2
GOTERM_BP cellular response to cytokine stimulus 1,0E-1
GOTERM BP positive regulation of ubiquitin-protein transferase activity 1,0E-1
GSK343 vs. DMSO — Herabreguliert
Datenbank Funktionsannotation p-Wert
GOTERM_BP leukocyte chemotaxis 1,1E-3
UP KEYWORDS Disease mutation 2,2E-3
GOTERM MF protein tyrosine kinase activity 2,4E-3
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UP_KEYWORDS Glycoprotein 3,1E-3
GOTERM_BP peptidyl-tyrosine phosphorylation 3,8E-3
UP_KEYWORDS Calcium 5,4E-3
UP_KEYWORDS Disulfide bond 6,3E-3
GOTERM_BP response to amphetamine 7,4E-3
UP_KEYWORDS Developmental protein 8,8E-3
GOTERM_MF calcium ion binding 1,0E-2
GOTERM BP muscle filament sliding 1,1E-2
UP_KEYWORDS Cell membrane 1,1E-2
UP_KEYWORDS EGF-like domain 1,2E-2
UP_KEYWORDS Growth factor 1,3E-2
UP_KEYWORDS Cell junction 1,3E-2
GOTERM_MF 1-phosphatidylinositol-3-kinase activity 1,4E-2
GOTERM_BP regulation of body fluid levels 1,7E-2
GOTERM_BP phosphatidylinositol-3-phosphate biosynthetic process 1,8E-2
GOTERM MF actin filament binding 1,8E-2
UP_KEYWORDS Actin-binding 1,9E-2
UP_KEYWORDS Polymorphism 2,4E-2
UP_KEYWORDS Cytoplasm 2,5E-2
GOTERM_MF phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase activity 2,8E-2
GOTERM_MF actin binding 3,0E-2
GOTERM_MF growth factor activity 3,1E-2
UP KEYWORDS Transmembrane helix 3,1E-2
UP_KEYWORDS Transmembrane 3,3E-2
GOTERM_BP positive regulation of ERK1 and ERK2 cascade 3,7E-2
GOTERM_MF transmembrane-ephrin receptor activity 3,7E-2
GOTERM_BP response to drug 3,8E-2
UP_KEYWORDS Membrane 4,0E-2
GOTERM_BP calcium ion transport 4,0E-2
GOTERM_BP positive regulation of cell migration 4,2E-2
GOTERM_BP regulation of phosphatidylinositol 3-kinase signaling 4,2E-2
GOTERM_BP immunoglobulin mediated immune response 4,5E-2
GOTERM_MF protein serine/threonine phosphatase inhibitor activity 4,5E-2
GOTERM_MF ephrin receptor activity 4,5E-2
GOTERM_BP fibroblast growth factor receptor signaling pathway 4,6E-2
KEGG_PATHWAY Melanoma 4,8E-2
UP_KEYWORDS Age-related macular degeneration 5,1E-2
GOTERM_BP positive regulation of B cell differentiation 5,7E-2
GOTERM_BP phosphatidylinositol phosphorylation 5,9E-2
UP KEYWORDS Proto-oncogene 5,9E-2
UP_KEYWORDS Tyrosine-protein kinase 6,6E-2
GOTERM_BP phosphatidylinositol-mediated signaling 7,2E-2
UP_KEYWORDS Extracellular matrix 7,3E-2
GOTERM BP muscle contraction 7,3E-2
KEGG_PATHWAY Regulation of actin cytoskeleton 8,4E-2
KEGG_PATHWAY Rap1 signaling pathway 8,4E-2
GOTERM_MF Ras guanyl-nucleotide exchange factor activity 8,4E-2
UP_KEYWORDS Receptor 8,7E-2
GOTERM_BP apoptotic process 8,7E-2
GOTERM_BP phospholipid translocation 8,8E-2
KEGG_PATHWAY PI13K-Akt signaling pathway 8,8E-2
GOTERM_MF fibroblast growth factor receptor binding 8,9E-2
GOTERM_BP chemotaxis 9,2E-2
GOTERM_BP positive regulation of erythrocyte differentiation 9,5E-2
GOTERM BP MAPK cascade 9,6E-2
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Anhang 11: Darstellung der einzelnen Reads der RNA-Seq-Daten der DHRS2-Isoformen

Hier dargestellt sind die einzelnen, in der RNA-Seq Analyse detektierten Reads verteilt auf die verschiedenen Exons
von DHRS2. Diese Abbildung wurde mit der CLC Genomics Workbench von Patrick Petzsch (Genomics &
Transcriptomics Labor (GTL) Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, Core Facility fir RNA-Seq). Die RNA-Isolation
erfolgte bei Quisinostat nach 16 h, bei LAK31 nach 24 h. Die Transkriptomdaten fir LAK31 wurden von Aaron
Burmeister generiert [154].
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Anhang 12: Expression der Zielgene der 7 besten Epi-Drugs in KZT-Geweben und Zelllinien sowie
publizierte ICso-Werte gegen die jeweiligen Enzyme

Reanalyse von Microarray-Daten aus A) KZT-Gewebe [165,204] und B) KZT-Zelllinien [82,83,177,178,205]. Die
ICs0-Werte sind aus folgenden Publikationen entnommen: Quisinostat [213], JIB-04 [219], Chaetocin [221], MZ-1
[319], LP99 [222], PRT4165 [320] und GSK343 [225]. Modifiziert nach Miiller et al. [212].
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Anhang 13: Strukturformel verschiedener HDACi im Vergleich
Dargestellt sind Vorinostat, Belinostat, Panobinostat, Quisinostat und Romidepsin.
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