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Zusammenfassung

Das muskelinvasive Urothelkarzinom (UC) wird, unter anderem, mit cisplatinbasierter
Chemotherapie behandelt. Die Wirksamkeit dieser Therapie ist jedoch haufig durch die
Ausbildung einer Chemoresistenz der Tumorzellen limitiert. Daraus leitet sich der Bedarf
an neuen Wirkstoffen in der medikamentdsen Therapie des UC ab. Im UC konnten bereits
eine Vielzahl von Mutationen und Expressionsveranderungen epigenetischer Enzyme
nachgewiesen werden. Diese tragen zur Krankheitsentstehung bei und koénnen zur
Therapieresistenz fiihren, stellen aber auch ein mdgliches pharmakologisches Ziel in der
Therapie dar. So kann die pharmakologische Inhibition von epigenetischen Enzymen ein
sinnvoller Angriffspunkt fur eine medikamentose Tumortherapie des UC sein. Daher sollte
in dieser Arbeit die Wirkung eines Inhibitors von Bromodomanen (BET)-Proteinen der
zweiten Generation namens PLX51107 (PLX) auf UC-Zellen und benigne Epithelzellen
(HBLAK Zelllinie) charakterisiert werden. Diese Wirkung sollte mit der von Romidepsin,
einem etablierten Inhibitor von Histondeacetylasen (HDAC) der Klasse | verglichen werden.
Wahrend HDACs zu den epigenetischen erasern gehéren, zahlen BET-Proteine zu den
epigenetischen readern, die die Acetylierung an Histonschwanzen erkennen und die
Transkriptionsmaschinerie rekrutieren.

Uber durchflusszytometrische Analysen und Western Blots nach Behandlung konnten
Induktion von Apoptose und Hemmung der Proliferation in UC-Zelllinien nachgewiesen
werden. Analysen des Transkriptoms mittels RNA-Sequenzierung und anschlieliende
Validierungen via RT-PCR ergaben unterschiedliche molekulare Wirkungen der beiden
Substanzen auf Komponenten der DNA-Reparatur. Insbesondere Gene der Homologen
Rekombination (HR) und des nicht homologen end joinings (NHEJ) wurden besonders
durch PLX vermindert exprimiert. HR-defiziente Tumoren wie z.B. Mamma- und
Ovarialkarzinome sind empfindlich gegenliber PARP-Inhibitoren. Daher wurde eine
Kombinationsbehandlung mit dem PARP-Inhibitor Talazoparib untersucht. Weiter sollte in
dieser Arbeit untersucht werden, ob die Wirksamkeit einer Behandlung mit Cisplatin, durch
eine Kombination mit einem epigenetischen Inhibitor verbessert werden kann.
Synergieanalysen mit Hilfe der Chou Talalay Methode ergaben fir die Kombination mit
Cisplatin einen robusten synergistischen Effekt mit PLX in UC-Zellen, aber nicht in der
benignen Kontrolle. Die Kombination mit Romidepsin wirkte nur bei héheren Dosierungen
synergistisch und auch in benignen HBLAK. Noch bessere Ergebnisse konnten fur die
Kombination mit PLX und Talazoparib erzielt werden. Auch hier war die Kombination mit
Romidepsin unterlegen. Durch die Synergieeffekte waren Dosisreduzierungen maéglich, die
sich glnstig mit Hinblick auf Normaltoxizitdt auswirken kénnten. Diese reduzierten
Dosierungen von Kombinationsbehandlungen wurden bezuglicher ihrer Wirkung auf das
klonogene Wachstum, den Zellzyklus und die Apoptoseinduktion weiter untersucht. Auch
hierbei zeigte sich die Kombination aus PLX und Talazoparib am effektivsten.
Zusammenfassend lasst sich nach diesen in vitro Untersuchungen sagen, dass PLX dazu
genutzt werden kann, die Anwendung von PARP-Inhibitoren auf Zellen ohne BRCA-
Mutation zu erweitern. Durch die Synergieeffekte kann mit niedriger Dosierung in
Tumorzellen effektiv Apoptose induziert werden, somit werden benigne Zellen werden
besser geschont. Zukinftig sollte die neue Kombinationstherapie Uber in vivo Versuche
validiert werden.



Summary

Muscle-invasive urothelial carcinoma (UC) is treated with cisplatin-based chemotherapy,
among other things. However, the effectiveness of this therapy is often limited by the
development of chemoresistance in the tumour cells. This gives rise to the need for new
active substances in the drug therapy of UC. Many mutations and changes in the expression
of epigenetic enzymes have already been identified in UC. These contribute to the
development of the disease and can lead to treatment resistance but also represent a
potential pharmacological target in therapy. Pharmacological inhibition of epigenetic
enzymes could therefore be a useful target for drug-based tumour therapy of UC. Therefore,
the aim of this study was to characterise the effect of a second-generation inhibitor of
bromodomain (BET) proteins called PLX51107 (PLX) on UC cells and benign epithelial cells
(HBLAK cell line). This effect should be compared with that of Romidepsin, an established
inhibitor of class | histone deacetylases (HDACs). While HDACs are epigenetic erasers,
BET proteins are epigenetic readers that recognise acetylation at histone tails and recruit
the transcription machinery.

Flow cytometric analyses and Western blots after treatment demonstrated induction of
apoptosis and inhibition of proliferation in UC cell lines. Analyses of the transcriptome using
RNA sequencing and subsequent validation via RT-PCR revealed different molecular
effects of the two substances on components of DNA repair. In particular, genes of
homologous recombination (HR) and non-homologous end joining (NHEJ) were particularly
reduced by PLX. HR-deficient tumours such as breast and ovarian carcinomas are sensitive
to PARP inhibitors. Therefore, a combination treatment with the PARP inhibitor Talazoparib
was investigated. This study also aimed to investigate whether the efficacy of treatment with
cisplatin can be improved by combining it with an epigenetic inhibitor.

Synergy analyses using the Chou Talalay method showed a robust synergistic effect for the
combination with cisplatin with PLX in UC cells but not in the benign control. The
combination with Romidepsin only had a synergistic effect at higher doses and also in
benign HBLAK. Even better results were achieved for the combination with PLX and
Talazoparib. Here, too, the combination with Romidepsin was inferior. The synergistic
effects enabled dose reductions that could have a favourable effect regarding normal
toxicity. These reduced doses of combination treatments were further analysed regarding
their effect on clonogenic growth, the cell cycle, and apoptosis induction. Here, too, the
combination of PLX and Talazoparib proved to be the most effective.

In summary these in vitro results suggest that PLX can be used to extend the application of
PARP inhibitors to cells without a BRCA mutation. Due to the synergy effects, apoptosis
can be effectively induced in tumour cells at low doses, while benign cells are better
protected. In future, the new combination therapy should be validated by in vivo trials.
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1 Einleitung

1.1 Das Urothelkarzinom

Das Urothel kleidet das Nierenbecken, die Harnleiter und die Blase, welche die ableitenden
Harnwege bilden, aus. Hierbei handelt es sich um ein mehrschichtiges Epithel, welches in
eine Basal-, Intermediar- und Oberflachenschicht eingeteilt werden kann. Das Urothel passt
sich den unterschiedlichen Fulllungszustanden der Organe an und erfillt sowohl eine
Speicherfunktion, wie auch eine Barrierefunktion (Welsch, 2014). Das Urothelkarzinom
(UC) ist die klinisch bedeutendste Tumorentitat der ableitenden Harnwege, da Malignome
der Harnwege in uber 90 % der Falle vom Urothel ausgehen. Sie sind zu 93-95 % in der
Harnblase lokalisiert. Seltenere histologische Entitaten stellen das Plattenepithelkarzinom
mit einem Anteil von ca. 5 % und das Adenokarzinom mit einem Anteil von unter 2 % dar.
(Schmelz et al., 2014).

Weltweit ist das Urothelkarzinom die am zehnthaufigsten diagnostizierte Krebserkrankung
mit rund 573.278 Fallen in 2020 (Sung et al., 2021). Die Inzidenz variiert landerabhangig,
wobei sie in westlichen Landern am hochsten und auf dem asiatischen Kontinent am
niedrigsten ist (Kakehi et al., 2010) (Burger et al., 2013). In Deutschland erkrankten im Jahr
2018 Uber 30.000 Menschen an einem Blasenkarzinom, rund dreiviertel der Erkrankten
waren Manner (Zentrum fiir Krebsregisterdaten 2021).

Der wichtigste Risikofaktor fiir die Entstehung eines Urothelkarzinoms ist die Inhalation von
Tabakrauch. Schatzungsweise 50 % der Urothelkarzinome lassen sich mit
Zigarettenkonsum assoziieren. Ein weiter bedeutender Risikofaktor ist die Exposition
gegenuber  bestimmten  Chemikalien,  vorrangig  polyzyklische  aromatische
Kohlenwasserstoffe und aromatische Amine, wie Benzidin, 2-Naphthylamin, 4-
Aminobiphenyl, 4-Chlor-o-toluidin und o-Toluidin. Aromatische Amine finden Anwendung in
der Farbindustrie, in Friseurchemikalien und bei der Hartung von Epoxidharzen (Giesen et
al., 2019).

Abhangig von der Histologie wird das Urothelkarzinom nach der WHO-Klassifikation von
2016 eingeteilt. Hierbei wird die histologische Differenzierung der Tumorzellenzellen im
Vergleich zum Normalgewebe angeben. Diese Bestimmung des Differenzierungsgrades
bezeichnet mal als Grading. Hier unterscheidet man gut differenzierte Tumoren (low grade)
von schlecht differenzierten Tumoren (high grade) (Humphrey et al., 2016). Die bei anderen
Tumorentitaten gebrauchliche Klassifikation, die drei Differenzierungsgrade (G1, G2 und
G3) unterscheidet, wurde in der WHO Kilassifikation von 2004 verlassen (Schmelz et al.,
2014). Des Weiteren erfolgt eine Einteilung anhand der TNM-Kriterien der Union
internationale contre le cancer (UICC). Diese gibt die Ausdehnung des Primartumors (T),
den Befall von Lymphknoten (N) und die Metastasierung in andere Organe (M) an. Anhand
des T-Stadiums kann die Unterscheidung zwischen einem nicht-muskelinvasivem (pTis,
pTa, pT1) und einem muskelinvasivem (= pT2) Karzinom getroffen werden. Diese
Einteilung ist entscheidend fir die Planung weitere Diagnostik und Therapie. Etwa 75 %
der neu diagnostizierten Urothelkarzinome sind nicht muskelinvasiv. Das nicht-
muskelinvasive Karzinom ist somit die haufigste Form des Urothelkarzinoms, auch hat es
eine glnstige Prognose bezliglich Therapieansprechen und Remission. Die tbrigen 25 %
der Urothelkarzinome weisen bei Diagnose bereits einen Befall der Muskulatur auf, was die
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Prognose verschlechtert und in den meisten Fallen radikale chirurgische Therapien
notwendig macht (Burger et al., 2013).

Die Therapie des Urothelkarzinoms richtet sich vorrangig danach, ob es sich um einen
muskelinvasiven oder nicht-muskelinvasiven Tumor handelt. Bei den nicht-muskelinvasiven
Tumoren steht die transurethrale Blasenresektion (TUR-B) im Vordergrund der
Behandlung: Hierbei wird mittels einer durch die Harnrohre eingefuhrten Elektroschlinge
die vorhandene Tumormasse abgetragen (Schmelz et al., 2014). Bei inkompletter
Abtragung, einem Tumor mit hohem Rezidiv- oder Progressionsrisiko oder bei fehlendem
Muskelgewebe im Praparat, sollte innerhalb von 6 Wochen eine Nachresektion
durchgefuhrt werden (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2020).
Die anschlieBende adjuvante Behandlung richtet sich nach dem Rezidiv- und
Progressionsrisiko des Tumors, welches mit der Risikoklassifikation der European
Organisation for Research and Treatment of Cancer (EORTC) bestimmt wird. Es erfolgt
eine Einteilung in drei Risikogruppen: ,Low-risk®, ,Intermediate-risk* und ,High-risk‘. Aus
dieser Klassifikation ergeben sich risikoadaptierte Therapieempfehlungen. Bei ,Low-risk*-
Tumoren kann, unmittelbar postoperativ, eine einmalige Instillationstherapie der Harnblase
mit dem Chemotherapeutikum Mitomycin C erfolgen. Bei einem ,Intermediate-risk“~-Tumor
sollte eine adjuvante, intravesikale Therapie mit Mitomycin C mit einer Erhaltungstherapie
Uber ein Jahr durchgefihrt werden. Bei einem ,high-risk“-Tumor erfolgt eine intravesikale
Therapie mit dem Immunmodulator Bacillus Calmette-Guérin (BCG), einem attenuierten
Tuberkuloseerreger. Nach einer sechswochigen Induktionstherapie erfolgt eine bis zu
dreijahrige Erhaltungstherapie (Karl et al., 2016; Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2020). Die Therapie mit BCG zeigt eine signifikante Reduktion der
Rezidive gegeniber einer Therapie mit Chemotherapie (Leitlinienprogramm Onkologie
(Deutsche Krebsgesellschaft, 2020). Wenn ein ,High-risk” Karzinom vorliegt, ist aulerdem
eine Zystektomie eine mdgliche Therapieoption. Auch bei einem Frihrezidiv oder einer
Progression unter Therapie sollte eine Zystektomie erfolgen (Leitlinienprogramm Onkologie
(Deutsche Krebsgesellschaft, 2020).

Bei der Behandlung von muskelinvasiven Urothelkarzinomen ist die radikale Zystektomie
der Goldstandart. Beim Mann wird dabei die Harnblase, die Prostata und die Samenblasen
entfernt. Bei der Frau werden Harnblase, Uterus, Adnexen und die vordere Vaginalwand
reseziert. Ein obligater Bestandteil der radikalen Zystektomie ist zudem eine pelvine
Lymphadenektomie mit der Entfernung der Lymphknoten im kleinen Becken (Schmelz et
al., 2014). Eine moderate, aber signifikante Verbesserung des Gesamtiiberlebens kann mit
einer platinhaltigen perioperativen Chemotherapie erreicht werden. Fir die Wirksamkeit der
Therapie ist der Einsatz von Cisplatin entscheidend, was die Mdglichkeit der Anwendung
auf Patienten mit guter Nierenfunktion und gutem Allgemeinzustand begrenzt.
(Leitlinienprogramm  Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2020). Mit einer
neoadjuvanten Chemotherapie konnte lediglich eine Verbesserung der 5-Jahres-
Uberlebensrate von 45 % auf 50 % gezeigt werden, dieser Uberlebensvorteil zeigte sich
zudem nur bei cisplatinbasierter Therapien (Schmelz et al., 2014). Im metastasiertem
Stadium ist die Erstlinientherapie eine Chemotherapie aus Gemcitabin und Cisplatin
(Schmelz et al., 2014). In diesem Stadium liegt allerdings bei Uber 50 % der Patienten eine
Kontraindikation gegen Cisplatin vor. In diesen Fallen wird auf eine carboplatinhaltige
Chemotherapie zurtckgegriffen, welche sich als weniger effektiv erwiesen hat, als die
Therapie mit Cisplatin (Alfred Witjes et al., 2017). Aber auch unter Therapie mit Cisplatin
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kann das mediane Gesamtiiberleben lediglich von 6 auf 12-15 Monate gesteigert werden.
Nur 3,7 % der Patienten sind 6 Jahre nach einer Chemotherapie tumorfrei (Schmelz et al.,
2014). Bei den nicht metastasierten Urothelkarzinomen zeigt sich mit Beginn des
muskelinvasiven Wachstums trotz der dargestellten Therapieoptionen eine deutliche
Verschlechterung der Prognose mit fortschreitendem Wachstum. Nach radikaler
Zystektomie betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate von lokal begrenzten Tumoren (pTa, pT1,
pT2) etwa 75 %, diese sinkt bei organtberschreitendem Wachstum (pT3, pT4) auf 50 %.
Bei Lymphknotenbefall belauft sich die 5-Jahres-Uberlebensrate auf 25-50 %.

Neben der cisplatinhaltigen Chemotherapie, gibt es zudem neue Studienergebnisse, die
die Wirksamkeit einer neuen Substanzklasse, den Antikérper-Wirkstoff Konjugaten
belegen. Allen voran das Konjugat Enfortumab-Vedotin, welches an Nectin 4 bindet. Bei
Nectin 4 handelt es sich um ein Oberflachenmolekil, welches in Urothelkarzinomzellen
Uberexprimiert wird (Liu et al., 2021). In der Klinik wird es in Kombination mit dem PD-L1
Inhibitor Pembrolizumab eingesetzt, da sich in voraus gegangenen Studien eine
verbesserte antitumorale Wirkung durch eine Kombination von beiden Wirkstoffen gezeigt
hatte (O'Donnell et al., 2023). In der EV-302/KN39 Studie, deren Ergebnisse 2023 erstmals
prasentiert wurde, wurde die Therapie mit Enfortumab-Vedotin mit Pembrolizumab mit der
konventionellen Chemotherapie mit Cisplatin und Gemcitabin verglichen. Durch die
Therapie mit Enfortumab-Vedotin konnte eine signifikante Steigerung des mediane
Gesamtuberlebens auf 31,5 Monate erreicht werden, im Vergleich zu 16,1 Monaten bei der
konventionellen Chemotherapie. In dieser Studie konnte zudem eine Steigerung der
objektiven Ansprechrate von 44,4 % auf 67,7, % von Enfortumab-Vedotin mit
Pembrolizumab im Vergleich zu konventioneller Chemotherapie mit Cisplatin, gezeigt
werden (Powles, Valderrama, et al., 2024). In den Leitlinien der European Society for
Medical Oncology wird Enfortumab-Vedotin mit Pembrolizumab als neuer Standard beim
metastasierten Urothelkarzinom empfohlen (Powles, Bellmunt, et al., 2024). Eine weitere,
zugelassenen Erstlinientherapie ist eine Erganzung der Chemotherapie mit Gemcitabin und
Cisplatin um den PD-L1 Inhibitor Nivolumab. Die CheckMate-901 Studie verglich die
Chemotherapie mit Cisplatin und Gemcitabin mit einer Kombination aus Cisplatin und
Gemcitabin plus Nivolumab. Es zeigte sich ein signifikant verlangertes Gesamtiberleben
von 21,7 Monaten, im Vergleich zu 18,9 Monaten bei der alleinigen Chemotherapie (van
der Heijden et al., 2023).

Langzeitdaten, die mit denen von konventioneller, cisplatinhaltiger Chemotherapie
vergleichbar waren, liegen aufgrund der kurzen Zulassungszeit der neuen Therapie noch
nicht vor.

Der Therapieerfolg des metastasierten Urothelkarzinoms ist limitiert durch die Resistenz
der Tumorzellen gegen die Chemotherapie. Basierend auf den vorliegenden Langzeitdaten
und der Analyse der bereits etablierten Therapie hat der GroRteil der Patienten einen
Tumorprogress nach leitliniengerechter Behandlung (Niegisch et al., 2018). In friheren
Studien konnten Mechanismen identifiziert werden, durch die Tumorzellen dem durch
Cisplatin induzierten Zellstress entgehen und dadurch eine Resistenz gegen die
Chemotherapie entwickeln (Skowron et al., 2018). Bei der Entstehung von
Chemoresistenzen wurde die zelluldare Plastizitdt von Urothelkarzinomzellen als ein
zugrunde liegender Mechanismus erkannt (Hohn et al., 2016; Skowron et al., 2015). Diese
zellulare Plastizitat wird in Tumorzellen durch eine Reihe von epigenetischen
Modifikationen erreicht (Flavahan et al., 2017). Dieser Zusammenhang ist fir die Therapie
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des Urothelkarzinoms besonders bedeutsam, da dieses im Vergleich zu anderen
Tumorarten besonders viele Veranderungen in epigenetischen Regulatorproteinen aufweist
(Cancer Genome Atlas Research, 2014).

1.1.1 Cisplatin

Eine Chemotherapie mit Cisplatin in Kombination mit anderen Zytostatika ist der
Therapiestandard in der Behandlung von lokal fortgeschrittenen oder metastasierten
Urothelkarzinomen, seit mehr als 30 Jahren (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2020; von der Maase et al., 2005). Das Zytostatikum findet zudem
Anwendung im Therapieregime zahlreicher weiterer solider Tumore (Bdnisch, 2016).
Cisplatin bewirkt Quervernetzungen der DNA. Intrazellular werden die im Cisplatinmolekul
enthaltenen Chloridgruppen durch Wasser ersetzt; dadurch entsteht ein Diaquaplatin-
Komplex. Dieser Komplex ist sehr reaktiv und reagiert bevorzugt mit den N7-Atomen von
Adenin und Guanin. Diese Reaktionen fihren zur Bildung quervernetzter Platinkomplexe,
die ein sterisches Hindernis flr die DNA-Replikation und Transkription sowie die DNA-
Reparatur darstellen. Zudem I6st Cisplatin  Punktmutationen aus (Bonisch, 2016;
Freissmuth, 2016). Die Anwendung von Cisplatin in der Therapie des Urothelkarzinoms ist
jedoch nicht bei jedem Patienten moglich, da eine Reihe dosislimitierenden und
therapielimitierende Nebenwirkungen bestehen. Zu den haufigen Nebenwirkungen zahlen
teils irreversible Nieren-, Nerven- und Hérschadigungen (Bonisch, 2016). Zum anderen wird
die Wirksamkeit durch die Entwicklung einer Chemoresistenz limitiert. Wahrend die initiale
Therapie mit einer cisplatinhaltigen Chemotherapie haufig ein Ansprechen des Tumors auf
die Therapie zur Folge hat, kommt es im Verlauf haufig zu einem erneuten Progress der
Erkrankung. Dies ist auf die Entwicklung einer Resistenz gegen Cisplatin zurtickzufiihren.
Die Resistenzmechanismen, die Tumorzellen gegen Cisplatin entwickeln kdnnen sind sehr
vielfaltig und lassen sich in vier Untergruppen unterteilen (Galluzzi et al., 2012):

1: Prozesse, die greifen, bevor Cisplatin an die DNA bindet, wird als* pre-target Resistenz*
bezeichnet. Hierunter versteht man eine Verringerung der Cisplatinkonzentration im
Zytoplasma, beispielsweise durch eine erhdhte Expression von
Plasmamembrantransportern, die das Cisplatin aus der Zelle transportieren (Galluzzi et al.,
2012).

2: Die Reduktion der Empfindlichkeit von Krebszellen gegenuber der zytotoxischen Wirkung
von Cisplatin, nachdem Cisplatin bereits an die DNA gebunden hat, wird als ,on-target
Resistenz® bezeichnet. Diese kann erreicht werden durch eine Erhéhung der
Reparaturkapazitat fur die durch Cisplatin ausgelésten DNA-Schaden. Hierbei ist
besonders die Nukleotid-Exzisionsreparatur ein wichtiger Reparaturmechanismus. Auch
konnte in BRCA-mutierten Mammakarzinom-Zellen eine Wiederherstellung der
Funktionalitdt des homologen Rekombination-Reparaturweges (HRR) nachgewiesen
werden. Diese Wiederherstellung hatte ebenfalls eine Cisplatin Resistenz zur
Folge(Galluzzi et al., 2012).

3: Eine Veranderung des Signalweges, der normalerweise Apoptose aufgrund von DNA-
Schadigung auslésen wirde, wird als ,post-target Resistenz bezeichnet. So kann die Zelle
dem Zelltod durch Apoptose oder Nekrose entgehen. Dieser Mechanismus macht die Zelle
nicht nur resistent gegen Cisplatin, sondern auch gegenuber allen Einflissen, die DNA-
Schaden ausldsen, beispielsweise Bestrahlung (Galluzzi et al., 2014).
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4. Es kann sich zudem eine ,off-target Resistenz* entwickeln. Hierunter versteht man die
Induktion von Signalwegen, die die durch Cisplatin ausgelosten, fur die Zelle tddlichen
Signalwege kompensieren. Beispielhaft ware das Onkogen ERBB2 zu nennen, das haufig
in Brust- und Ovarialkarzinomen Uberexprimiert ist (Galluzzi et al., 2012; Galluzzi et al.,
2014).

In Urothelkarzinomzellen wurde ebenfalls eine Resistenz gegen Cisplatin festgestellt.
Frihere Studien der Forschungsgruppe haben gezeigt, dass UCCs, die Uber einen
langeren Zeitraum mit Cisplatin behandelt wurden, durch eine gesteigerte Expression von
antiapoptotischen Faktoren der Apoptose entkommen konnten und gleichzeitig die durch
Cisplatin verursachten DNA-Schaden reduzieren konnten (Skowron et al., 2018).

1.2 Epigenetik

Epigenetik bezeichnet Mechanismen der Genregulation, die nicht durch eine Veranderung
der DNA-Sequenz bedingt sind, sondern durch eine veranderte Genaktivitat einzelner DNA-
Abschnitte. Diese Veranderung der Genexpression wird durch verschiedene DNA-
bezogene Regulationsmechanismen verursacht (Reinhold et al., 2018). Diese
Veranderungen spielen bei der Entstehung von vielen Krebsarten, neben genetischen
Mutationen, eine entscheidende Rolle (Tollefsbol, 2017). Da das Urothelkarzinom im
Vergleich zu anderen Krebsarten eine besonders hohe Last an epigenetischen
Veranderungen aufweist, bieten diese vielversprechende neue Therapieziele (Schulz et al.,
2015). Die in der Entstehung des Urothelkarzinoms relevanten Mechanismen der
epigenetischen Modifikationen werden im Folgenden dargestellt.

Ein bedeutsamer Mechanismus ist die Methylierung von DNA. Diese, durch DNA-
Methyltransferasen (DNMT) katalysierte Reaktion fiihrt zu einer Ubertragung einer
Methylgruppe auf Zytosine in bestimmten CpG-Dinukleotiden. Ob die Genexpression
dadurch gesteigert oder gesenkt wird, hangt davon ab, welcher Abschnitt des Gens
methyliert wird. Gehaufte Methylierungen im Promotorbereich wirken inhibitorisch auf die
Gentranskription (Tollefsbol, 2017). Im Urothelkarzinom lasst sich Uber alle klinischen
Stadien hinweg eine starke genomweite Hypomethylierung der DNA nachweisen, die vor
allem repetitive Sequenzen betrifft (Niegisch et al., 2015). Ein weiterer in der Genese des
Urothelkarzinoms relevanter Mechanismus ist die posttranslationale Modifikation von
Histonen. Diese Modifikation geschieht Gber Methylierung und Acteylierung von Lysin am
N-terminalen Ende der Histone (Reinhold et al., 2018). Diese Prozesse werden durch zwei
verschiedene Enzymgruppen moduliert. Zum einen die Writer, die den Einbau von
translationalen Modifikationen katalysieren. Das sind beispielsweise die Histon-
Acetyltransferasen (HAT), die die Acetylierung von Histonen katalysieren, oder die
Histonmethyltransferasen, welche zu einer zur Methylierung der Histone fihren.
Gegensatzlich wirken die Eraser-Enzyme wie die Histondeacetylasen (HDAC), die
Acetylgruppen entfernen, oder die Histondemethylasen, die die Demethylierung der
Histone katalysieren (Ferri et al., 2016; Niegisch et al., 2015). Die Acetylierung der Histone
fuhrt zu einer offenen Struktur des Chromatins und damit zu einer Aktivierung der
Transkription (Li & Seto, 2016; Seto & Yoshida, 2014). Dieser Effekt wird durch
epigenetische Reader vermittelt. Im Falle der Acetylierung von Histonen sind diese Reader-
Proteine aus der Bromodomanen- und Extraterminal-Familie (BET-Familie). Diese BET-
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Familie umfasst die Proteine BRD2, BRD3, BRD4 und das Hoden- und Ovarienspezifische
BRDT (Donati et al., 2018). Diese Proteine erkennen und binden acetylierte Lysinreste und
fordern die Transkription, bevorzugt in hyperacetylierten Histonregionen. Die BET-Proteine,
insbesondere BRD4, bilden somit das Bindeglied zwischen den acetylierten Histonen und
der Transkriptionsaktivierung (Donati et al., 2018). Das Protein BRD4 ist in einem Grof3teil
der Urothelkarzinome Uberexprimiert (Yan et al., 2014). Wie die Acetylierung, beeinflusst
auch die Methylierung der Histone die Genexpression. Ob eine Methylierung eine verstarkte
oder verminderte Aktivitat der Gene zur Folge hat, hangt von der Position des methylierten
Lysinrestes ab (Reinhold et al., 2018). Im Urothelkarzinom kommt es haufig zur Mutation
der Histondemethylase UTX/KDM6A und der Histonmethyltransferasen MLL, MLL2 und
MLL 3 (Besaratinia et al., 2013).

Bei epigenetischen Veranderungen handelt es sich, anders als bei genetischen
Veranderungen, um pharmakologisch reversible Vorgange. Zugleich beeinflussen
epigenetische Veranderungen global die Expression zahlreicher Gene. Diese Aspekte
fuhren dazu, dass hier ein Ansatzpunkt flr der pharmakologischen Krebstherapie liegt
(Tollefsbol, 2017). In dieser Arbeit soll der Fokus besonders auf das BET-Protein BRD4 als
aussichtsreicher Ansatz fiir eine Therapie gelegt werden.

1.2.1 Bromodomanen 4 Protein

Die Verbindung zwischen der Acetylierung von Histonen und der Transkription wird durch
epigenetische Reader wie BRD4 hergestellt. BRD4 besteht aus zwei N-terminalen Tandem
Bromodomanen (BD1 und BD2) und einer extraterminalen Doméane (ET); diese erkennen
und binden acetyliertes Lysin an Histonen. Zudem weist BRD4 zusatzlich eine C-terminale
Domane auf, die mit dem positiven Transkriptions-Elongationsfaktor b (P-TEFb) interagiert.
Auch kann BRD4 Uber die extraterminale Domane mit weiteren Chromatinregulatoren
interagieren, wie der Arginin-Demethylase JMJD6 und der Lysin-Methyltransferase NSD3
(Ferrietal., 2016; Letson & Padron, 2019). BRD4 wird ubiquitar exprimiert und ist essenziell
in der Zellzyklus-Kontrolle und DNA-Replikation (Wu & Chiang, 2007). Experimente mit
Knockout-Mausen belegen seine wesentliche Rolle in der Entwicklung von
hamatopoetischen Stammzellen und Progenitorzellen (Wu & Chiang, 2007). Allerdings
zeigte sich in Untersuchungen, dass BRD4 auch eine wichtige Rolle in der Entwicklung von
Malignomen spielt. Eine Dysregulation von BRD4 konnte in mehreren Krebsarten
nachgewiesen werden. Auch in Gewebe von Urothelkarzinomen konnte eine erhéhte
Expression von BRD4 im Vergleich zum Normalgewebe nachgewiesen werden. Auch
zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen hoher BRD4 Expression und high-grade
Karzinomen bzw. Lymphknotenmetastasen (Wu et al., 2016).

In der Tumorzelle bewirkt BRD4 eine Aktivierung der Transkription von Onkogenen. Bei der
Initiation der Transkription bindet BRD4 an hyperacteylierte Regionen des Chromatins und
vermittelt dort die Bindung von regulatorischen Proteinen an die DNA, was zur Bindung und
Stabilisierung von RNA-Polymerase |l fihrt. BRD4 rekrutiert zudem P-TEFDb, dieser aktiviert
die RNA-Polymerase Il und somit die Elongation. Uber diese Férderung der Transkription
kommt es zu der gesteigerten Expression von Onkogenen (Donati et al., 2018) (Bowry et
al.,, 2018). Im Falle des Urothelkarzinoms konnte gezeigt werden, dass BRD4 zu einer
vermehrten Expression von cMYC flhrt, einem Transkriptionsfaktor, der Zellwachstum und
die Proliferation von Krebszellen férdert (Wu et al., 2016).



Uber die Funktionen in der Transkriptionsregulation hinaus erfiillt BRD4 noch weitere
Funktionen in Krebszellen. Es konnte gezeigt werden, dass BRD4 notwendig ist fur die
Reparatur von durch ionisierende Strahlung ausgeléste DNA-Doppelstrangbriiche (DSB).
Eine Hemmung von BRD4 flihrte unter Zellkulturbedingungen zu einer Hemmung des
Nichthomologes End Joining (NHEJ) (Li et al., 2018). Durch einen Doppelstrangbruch
kommt es zu einer vermehrten Acetylierung von H4 (H4Ac), sowie zu einer
Phosphorylierung von H2AX (yH2AX), was wiederum die Rekrutierung von BRD4 als
Mediator fir die Formation und Aktivierung des DNA-Reparaturkomplexes zur Folge hat
(Donati et al., 2018).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Uber die Wirkung von BRD4
transkriptionsabhangige und transkriptionsunabhangige Prozesse vermittelt werden, die
zur Entstehung und dem Fortschreiten von malignen Tumoren beitragen. Ergebnisse aus
vorausgegangenen Untersuchungen legen zudem nahe, dass dieser Pathomechanismus
auch im Urothelkarzinom eine wichtige Rolle spielt.

1.2.2 BET-Inhibitoren

Aufgrund der im vorherigen Kapitel dargestellten Funktion von BRD4 in der
Expressionsregulation von Onkogenen, ist eine Hemmung von BRD4 ein
vielversprechender Ansatz zur Therapie. Hierzu stehen verschiedene BET-Inhibitoren
(BETi) zur Verfigung. Ein BETi bindet Uber Wasserstoffbriickenbindungen an die
Bromodomanen des BET-Proteins und besetzt so die Bindungstasche fir das acetylierte
Lysin. Dadurch wird eine Interaktion zwischen den BET-Proteinen und den acetylierten
Histonen verhindert(Letson & Padron, 2019).

Bei Wirkung von BETi in Krebszellen wird zwischen kanonischen Effekten, die Uber
Beeinflussung der Transkription ihre Wirkung entfalten und nicht-kanonischen Effekten, die
Uber die Transkriptionsregulation hinausgeht, unterschieden.

Die kanonischen Effekte wirken Uber eine Herunterregulation der Transkription in der
Krebszelle. Durch die oben beschriebene Bindung des BETi an die Bindungstaschen
kommt es zu einer Verdrangung der BET-Proteine von den Histonen. Die Lésung der
Bindung der BET-Proteine aus dem Chromatin hat vermehrte Pausen der Transkription zur
Folge, was zu einer stark verminderten Expression von Genen fihrt. Eine, der am besten
untersuchten Expressionsverminderungen in Krebszellen ist die verminderte Expression
von cMYC nach BETi Behandlung. Auch CDK®6, IL7R und BCLZ2 sind in vielen Krebsarten
nach Behandlung mit einem BETi vermindert exprimiert (Letson & Padron, 2019).

Bei der Untersuchung, warum BETi hauptsachlich in Krebszellen wirksam ist, wahrend
BRD4 auch in nicht-krebsartigen Zellen zur Genregulation beitragt, kénnten Super-
Enhancer (SE) eine entscheidende Rolle spielen. SEs sind regulatorische Regionen, in
denen eine hohe Dichte an Transkriptionsaktivatoren vorliegen. In Krebszellen finden sich
SEs vermehrt an Onkogenen, dort sorgen sie flr die Expression dieser und damit fur die
Aufrechterhaltung der Zelleigenschaften. Zudem zeigte sich eine starke Abhangigkeit der
SEs von BRD4. Somit flihrt eine Inhibition von BRD4 zu einem Funktionsverlust der SEs
und einer verminderten Expression der von den SEs abhangigen Onkogene (Pott & Lieb,
2015) (Donati et al., 2018).

Neben Verminderung der Expression von Onkogenen haben BETi noch weitere Effekte in
Krebszellen, die tber die Hemmung der Transkription hinausgehen. Die nicht-kanonische

7



Wirkung der BETi hat vor allem Auswirkungen auf die DNA-Reparatur von Zellen. Zum
einen induziert die Behandlung mit BETi DNA-Schaden und reduziert gleichzeitig die DNA-
Schadensantwort (DDS) der Zelle durch die Herunterregulation von Mediatoren der DDS
(Donati et al., 2018; Sun et al., 2018). Unter DNA-Schadensantwort werden eine Vielzahl
von zelluldren Signalwegen und Mechanismen zusammengefasst, die Schaden an der DNA
erkennen. Hierdurch kann die Reparatur der DNA induziert werden oder, wenn eine
Reparatur nicht moéglich ist, der Zelltod induziert werden (Lord & Ashworth, 2012; O'Connor,
2015). Uber welchen Mechanismus genau BETi die DDS hemmen, ist jedoch je nach
Tumorentitat unterschiedlich (Letson & Padron, 2019). Auch hemmen BETi verschiedene
Wege der DNA-Reparatur. In nicht BRCA1/2-mutiertem triple-negativem Brustkrebs flhrte
die Behandlung mit JQ1, einem BETi der 1. Generation, zu einer verminderten Expression
von BRCA1 und RAD51, was zu einem Zustand der BRCAness in den Zellen fihrte und
daraus resultierend zu einer verminderten Fahigkeit der Zellen zur Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen tGber HRR (Mio et al., 2019). In Zelllinien eines nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinoms fuhrte eine Behandlung mit JQ1 zu einer Hemmung der NHEJ
(Takashima et al., 2020).

Die oben beschrieben Effekte konnten fir die BETi der 1. Generation (z.B. JQ1, iBET762,
OTX015) nachgewiesen werden. JQ1 ist einer der am besten charakterisierten BETi. JQ1
und andere BETi der 1. Generation zeigten in praklinischen Studien bereits antitumorale
Aktivitat in soliden und hamatologischen Malignomen (Ozer et al., 2018). In
Urothelkarzinomzellen fuhrt eine Behandlung mit JQ1 zu einer Hemmung der Proliferation
sowie zu einer vermehrten Induktion von Apoptose und einem Zellzyklusarrest. Auch zeigte
sich, dass die Wirksamkeit von JQ1 bei einer Uberexpression von BRD4 verbessert ist (Li
et al., 2019; Wu et al.,, 2016). An Urothelkarzinom-Zelllinien haben sich bei der
Einzelbehandlung mit JQ1 jedoch auch Limitationen gezeigt, wie eine stark
unterschiedliche IC50-Konzentration, abhangig von der Zelllinie. Hier beliefen sich die
Konzentrationen auf Werte zwischen 0,18 und 10 uM. Auch konnte nur ein limitierte
Apoptoseinduktion nachgewiesen werden. Teilweise Uberwunden werden, konnten diese
Limitationen durch eine Kombination von JQ1 mit dem HDACi Romidepsin (Hdlscher et al.,
2018).

Eine weitere Limitation der BETi der 1. Generation ist klinisch eine dosislimitierende
gastrointestinale und hamatologische Toxizitat sowie ein niedriger therapeutischer Index,
was ihre Dosierung erschwert und die klinische Anwendbarkeit einschrankt (Ozer et al.,
2018). Eine neuere Substanz mit einem verbesserten therapeutischen Index ist das in
dieser Arbeit eingesetzte PLX51107 (im Folgenden abgekurzt als PLX), ein BETi der 2.
Generation, der ein verbessertes pharmakologisches Wirkprofil aufweist (Ozer et al., 2018).
Ozer et al. (2018) wiesen bereits einen antiproliferativen Effekt von PLX bei chronisch
lymphatischer Leukamie nach, auch ein antitumoraler Effekt in Melanomzellen konnte
gezeigt werden (Erkes et al., 2019). Eine Untersuchung der Effekte einer PLX-Behandlung
auf Urothelkarzinomzellen ist jedoch noch ausstehend.

1.2.3 Histondeacetylasen

Die posttranslationale Acetylierung und Deacetylierung von Histonen beeinflusst die lokale
Chromatinstruktur und spielt so eine wichtige Rolle bei der Transkriptionsregulation. Die
Acetylierung findet an den N-terminalen Lysinresten der Histone statt und wird katalysiert
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durch HATs. Durch die Acetylierung wird die DNA leichter zuganglich fir
Transkriptionsfaktoren und die Transkription wird hochreguliert. Die Deacetylierung von
Histonen hat den gegenteiligen Effekt und wird katalysiert durch HDACs. Uber diesen
Mechanismus beeinflussen HDACs die Interaktion zwischen den positiv geladenen
Histonen und der negativ geladenen DNA. Durch Abspaltung einer negativ geladenen
Acetylgruppe vom Lysinrest der Histone kommt es zu einer verstarkten Bindung zwischen
der DNA und den Histonen. Dadurch wird die DNA schwerer zuganglich fir
Transkriptionsfaktoren, was zu einer Unterdriickung der Transkription fihrt, (de Ruijter et
al.,, 2003; Witt et al.,, 2009). Neben den Histonen katalysieren HDACs auch die
Deacetylierung von Nicht-Histon-Proteinen wie p53, E2Fs, GATA1, Bcl-6, Stat3, HMGs,
HSP90, NF-kB, Tubulin, Importin und p-Catenin. Beispielsweise verringert die
Deacetylierung von p53 durch HDAC1 die Stabilitat und die Interaktion des Proteins mit der
DNA. Somit kénnen HDACSs, Uber die epigenetische Modifikation hinaus, zellulare Prozesse
wie Transkription, Apoptose und den Zellzyklus regulieren (Witt et al., 2009).

Aus der HDAC-Enzym-Familie sind bisher 18 Enzyme bekannt, die in 4 Klassen eingeteilt
werden. Klasse | und Il gehdren zu den ,klassischen® HDACSs; ihnen ist gemein, dass sie
eine Bindungstasche mit einem Zink lon aufweisen und auf Zink als Cofaktor angewiesen
sind. HDACs der Klasse Ill werden als Sirtuine bezeichnet und benétigen nicht Zink,
sondern NAD+ als Cofaktor. Die Klasse IV umfasst ausschlielRlich HDAC11, die sowohl
strukturelle Ahnlichkeit zur Klasse | wie auch zur Klasse Il aufweist (Rikiishi, 2011; Witt et
al., 2009). Die einzelnen Enzymklassen unterscheiden sich durch ihre Lokalisation und
Funktion. Klasse | umfasst HDAC 1, 2, 3 und 8; diese werden ubiquitar in fast allen Zelltypen
exprimiert. HDACs der Klasse | sind vorwiegend im Zellkern lokalisiert und wesentlich fur
die epigenetische Regulation der Genexpression. Auch intergieren die HDACs neben den
Histonen mit weiteren Substraten wie z.B. Transkriptionsfaktoren (Li & Zhu, 2014). Die
Klasse Il ist unterteilt in Klasse lla, zu der HDAC4, 5, 7, und 9 gehdren, und Klasse llb, die
HDACG und 10 umfasst. Diese HDACs sind sowohl im Zellkern wie auch im Zytoplasma
lokalisiert und bewirken neben der Regulation der Transkription auch die Regulation von
zytoplasmatischen  Proteinen flr beispielsweise  Zellmotilitdt, Adh&sion und
Chaperonfunktion (Fischle et al., 2002; Li & Zhu, 2014; Witt et al., 2009). Im Gegensatz zu
Klasse | HDACs ist die Expression von Klasse Ila HDACs gewebespezifisch. HDAC4 wird
stark im Gewebe des Kolons, der Hoden, der Ovarien und der Harnblase exprimiert,
wahrend HDACS5 in der Retina und den B-Zellen vorkommt, HDAC7 in verschiedenen
Immunzellen exprimiert wird und HDAC9 auf einem niedrigen Niveau ubiquitar vorhanden
ist (Kaletsch et al., 2018). Die HDACs der Klasse Ill haben hauptsachlich eine
regulatorische Funktion des Metabolismus und der Seneszenz von Zellen. Bei einigen
HDACs aus dieser Gruppe kann nur eine geringe oder keine Deacetylaseaktivitat
gegenuber Histonen nachgewiesen werden (Li & Zhu, 2014).

Eine Dysregulation bzw. Uberexpression von HDACs ist in vielen verschiedenen
Tumorentitaten nachweisbar und dort mit einer ungunstigen Prognose assoziiert. Vor allem
HDACSs der Klasse | und Il scheinen an der Pathogenese von Tumoren beteiligt zu sein
(Rikiishi, 2011).



1.2.4 HDAC-Inhibitoren

Zur pharmakologischen Hemmung von HDACs, werden HDAC-Inhibitoren (HDACI)
eingesetzt. In den letzten Jahren hat sich der Einsatz von HDACIi in der Therapie
verschiedener Tumorentitaten als wirkungsvoll herausgestellt (Bolden et al., 2006). HDAC-
Inhibitoren bestehen aus einer zinc binding group (ZBG) und einer Cap; diese sind uber
einen Linker miteinander verbunden. Uber die ZBG wird Zink im aktiven Zentrum der
HDACs gebunden und die Aktivitat der HDACs so inhibiert.

Die HDAC-Inhibitoren lassen sich pharmakologisch in vier Gruppen unterteilen. Diese
Einteilung erfolgt auf Basis der chemischen Struktur der ZBG. Die ZBG kann aus
Hydroxamsaure, Benzamiden, Carbonsauren oder zyklische Tetrapeptiden bestehen
(Ramaiah et al., 2021; Zhang et al., 2018). Diese Struktur bestimmt die isoenzymspezifitat
der jeweiligen HDACi. Hydroxamsaure und Pyroxamsaure sind unspezifische, panHDACI,
das bedeutet, dass sie HDACs der Klasse |, [l und IV inhibieren. Carbonsauren, Benzamine
und zyklische Tetrapeptide sind dagegen Klasse I-spezifische HDACIi (Rikiishi, 2011). Auch
Nicht-Histon-Proteine, wie die Transkriptionsfaktoren p53 und E2F oder andere Proteine,
wie a-Tubulin, Ku70 oder das Hitzeschockprotein 90 werden durch HDACi beeinflusst.
Dieser Effekt wurde bislang nur bei der Gruppe der Hydroxamsaure HDACi nachgewiesen.
Durch diese Acetylierung wird die Genexpression bestimmter Gene beeinflusst. Im Falle
der Histone bewirkt diese Acetylierung eine offene Chromatinstruktur, was zu einer
gesteigerten Transkription von insbesondere Tumorsuppressorgenen fihrt. Im Falle der
Nicht-Histon-Proteine kommt es durch die Acetylierung zu einer gesteigerten Aktivitat, was
zur Transkriptionssteigung fuhrt, aber auch andere biologische Effekten wie Apoptose und
Zellzyklusarrest zur Folge hat (Bolden et al., 2006; Xu et al., 2007). Die Wirkung von HDACi
auf Krebszellen hangt davon ab, welches HDAC Isoenzym inhibiert wird und kann zur
Induktion von Apoptose, Zellzyklusarrest, mitotischen Zelltod sowie Zelltod durch
Autophagie und ROS-Induktion fihren. (Bolden et al., 2006; Witt et al., 2009; Xu et al.,
2007). Weiterfuhrend konnte in vitro gezeigt werden, dass Tumorzellen deutlich
empfindlicher auf die Behandlung mit einem HDACI reagieren als normale Zellen. (Bolden
et al., 2006).

Urothelkarzinomzellen (UCCs) wiesen variable Veranderungen der HDAC-Expression auf.
HDAC4, die in normalem Urothelgewebe stark exprimiert wird, zeigt sich im
Urothelkarzinom, abhangig von der Zelllinie und der Untersuchung, mal stark vermindert
und mal erhdht (Kaletsch et al., 2018). Auch HDACS und 7 mRNA wurden bei Untersuchung
der Arbeitsgruppe in 15 von 18 UCCs vermindert exprimiert, wohingegen HDAC2 und 8
mRNA in 11 von 18 UCCs vermehrt nachweisbar waren (Niegisch et al., 2013). Durch ein
hohe Zahl von Mutationen in Chromatin regulierenden Genen sind Inhibitoren
epigenetischer Enzyme, speziell HDACI, ein vielversprechender Therapieansatz in der
Behandlung des Urothelkarzinom (Giannopoulou et al., 2019). Bei der Behandlung von
UCCs haben sich panHDACI allerdings als weniger effektiv erwiesen, sodass selektive
HDACI als Behandlungsoption aussichtsreicher scheinen (Niegisch et al., 2013; Pinkerneil
et al., 2016). Bei den Untersuchungen von Pinkerneil et al. [2016, 2017] zu der Wirkung von
selektiven HDACi auf UCCs, zeigte sich, dass der antineoplastische Effekt bei Klasse |-
selektiven HDACi besonders gunstig ist, wahrend HDACI, die vornehmlich HDAC4 und 5
hemmen, keinen ausreichenden anti-neoplastischen Effekte zeigten. Unter Beachtung
dieser Ergebnisse wird im Zuge dieser Arbeit der HDACi Romidepsin verwendet, der
selektiv die Klasse | HDACs hemmt. Romidepsin ist in den USA bereits zu Behandlung des
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kutanen T-Zell Lymphoms zugelassen (Zhang et al., 2018). Bei Romidepsin handelt es sich
um einen selektiven HDACI, der HDAC1 und 2 inhibiert mit einem zyklischen Tetrapeptid
als ZBG. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe erwies sich Romidepsin im Vergleich zu weiteren
Klasse I-selektiven Inhibitoren als am wirkungsvollsten bei der Induktion von
Zellzyklusarrest und Zelltod (Pinkerneil et al., 2016). Auch konnten synergistische Effekte
zwischen Romidepsin und dem BETi JQ1 nachgewiesen werden. Bei einer
Kombinationstherapie mit den beiden Wirkstoffen kommt es zu einer signifikanten Synergie
bei der Apoptose in UCCs, nicht aber in den benignen Zellen (Holscher et al., 2018). Diese
Maoglichkeit einer Kombinationstherapie mit einem BETi soll in dieser Arbeit ebenfalls
untersucht werden.

1.2.5 TWO09

Bei dem Wirkstoff TW09 handelt es sich um einen kombinierten epigenetischen Inhibitor,
der eine Zusammensetzung aus dem BETi JQ1 und dem Klasse | HDACi CI994 darstellt.
TWO9 zeigte in Voruntersuchungen sowohl die Wirksamkeit von BETi wie auch von HDACI
und hemmte im Pankreaskarzinom die Zellproliferation effektiver als eine
Kombinationsbehandlung der Einzelwirkstoffe JQ1 und CI994 (Zhang et al., 2020). Die
synergistische Wirkung von BETi und HDACi in UCCs wurde bereits in den vorherigen
Kapiteln besprochen. Weiterhin konnte durch Zhang et al. [2020] eine synergistische
Wirkung bei der Kombination von TWO09 mit dem Chemotherapeutikum Gemcitabine
gezeigt werden. Diese Daten dienen als Grundlage flr die Erprobung neuer
Kombinationstherapien flir das Urothelkarzinom.

1.3 DNA-Reparaturmechanismen

Doppelstrangbriiche der DNA kdnnen beispielsweise durch Bestrahlung, durch bestimmte
Chemikalien oder endogen durch einen Bruch der Replikationsgabel entstehen (Arnemann,
2019). Doppelstrangbriiche werden Uber zwei verschiedene Reparaturmechanismen
repariert: Die HRR und das NHEJ (Koch et al., 2014).

1.3.1 Homologe Rekombination

Bei dieser Reparatur dient das homologe Chromosom als Matrize fir die Reparatur, sodass
eine fehlerfreie Behebung des DSB mdglich ist. Da ein homologes Chromosom bendétigt
wird, ist diese Art der Reparatur nur bei diploiden Zellen mdglich. Nach der Erkennung des
Doppelstrangbruches erfolgt die Verdauung des freien DNA-Doppelstranges durch MRE11-
Endonukleaseaktivitat, sodass es zu einem kurzen Einzelstrangbereich kommt. Dieser
Einzelstrang wird durch das Protein RPA stabilisiert. AnschlieRend bindet RADS1 an diesen
Bereich und bewirkt zusammen mit RAD52 und RAD54 eine Inversion der DNA in das
intakte Schwesterchromatid; mit diesem als Matrize erfolgt die Neusynthese des fehlenden
DNA-Stlckes durch die DNA-Polymerase (Koch et al., 2014; Taubmann, 2015). Das
Protein BRCA 2 beladt die DNA mit RAD51 und ist ein wichtiger Faktor in der HRR. Auch
BRCA 1 begunstigt die HRR und ist zudem an der Zellzyklus-Checkpoint-Kontrolle und dem
G2/M-Checkpoint-Arrest bei Zellen mit DNA-Schadigung beteiligt. BRCA1/2 stellen somit
wichtige Faktoren zu Erhaltung der Genomstabilitat dar (Brandt & Petrides, 2014).
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1.3.2 Nicht homologes End Joining

Das NHEJ ist fehleranfalliger als die HRR, da bei diesem Mechanismus keine homologe
Sequenz als Vorlage dient, was aber auch bedeutet, dass dieser Mechanismus auch
verfugbar ist, wenn keine homologe Sequenz vorliegt. Bei dieser Reparatur werden die
freien Enden zweier DNA-Fragmente miteinander verknUpft. Dazu bindet der heterodimere
Komplex KU80/KU70 an die freien DNA-Enden und bildet einen Komplex mit der DNA-
abhangigen Proteinkinase DNA-PK. Dieser Komplex prozessiert die DNA-Enden und
macht diese zuganglich. AnschlieRend erfolgt eine Verbindung der DNA-Fragmente Uber
die DNA-Ligase 4 und das XRCC-4 Protein (Koch et al., 2014; Taubmann, 2015). Im
Vergleich zur HRR ist dieser Mechanismus anfalliger fir die Einfihrung von Mutationen in
die DNA (Lord & Ashworth, 2016). Das NHEJ ist stark von dem Protein KU80 abhangig,
beim Fehlen dieses Komplexes erfolgt die Reparatur von Doppelstrangbriichen iber den
PARP1 abhangigen Mechanismus des Alternative End-Joining (Alt-EJ-Weg).

1.3.3 Alternative End-Joining

Der Alt-EJ-Weg stellt einen Reparaturweg dar, auf den die Zelle im Falle eines Verlustes
von NHEJ-Schlisselproteinen, beispielsweise KU80, zurickgreift. Insgesamt ist der Alt-EJ-
Weg deutlich langsamer und anfalliger fur Mutationen als die klassische NHEJ (Chang et
al., 2017; Mansour et al., 2010). Bei dem Alt-EJ-Weg wird der Doppelstrangbruch tber
PARP1 erkannt, hierdurch werden die Proteine MRN/CtIP aktiviert, die die freien Enden der
DNA reseziert, sodass eine Mikrohomologie in den DNA-Strangen entsteht. Anhand der
Mikrohomologie zwischen den DNA-Strangen, werden diese ausgerichtet und das freie 3
Ende Uber die Nukleasen ERCC1/XPF verdaut. Anschlie3end erfolgt die PolQ vermittelte
DNA-Synthese und die Verbindung der Strange mittels DNA-Ligase (Caracciolo et al.,
2021). Der alt-EJ-Weg lauft PARP1 anhangig ab, durch eine Hemmung von PARP1, wird
in der Folge auch der alt-EJ-Weg gehemmt (Mansour et al., 2010).

1.3.4 PARP-Inhibitoren und BRCAness

PARPi wirken uUber die Hemmung der Poly(ADP-Ribose) Polymerase 1 und 2 (PARP).
Hierbei handelt es sich um die wichtigsten Vertreter der PARP-Enzymfamilie, die insgesamt
aus 17 Enzymen besteht. PARP1 stellt einen wichtigen Faktor in der Erkennung von
Doppel- und Einzelstrangbriichen der DNA dar. Es bindet an DNA-Schaden und katalysiert
dort die Bildung von ADP-Ribose Ketten, was zur Aktvierung der DNA-Reparatur fuhrt.
PARPi zeigten sich sehr effektiv in der Behandlung von Tumoren mit einer HRR-Defizienz.
Es gibt verschiedene Mechanismen uber die PARPi Tumorzellen mit einer HRR-Defizienz
abtoten kdnnen. Zum einen ist hier das Konzept der ,synthetic lethality” zu nennen. Dieses
Konzept besagt, dass zwei Genmutationen zum Zelltod flihren kénnen, wenn diese
gemeinsam auftreten, auch wenn eine der beiden Genmutation allein nicht zum Zelltod
gefuhrt hatten (Klinakis et al., 2020). Konkret heil3t das, dass der PARPI die Reparatur von
Einzelstrangbrichen hemmt, da diese Uber eine Basen-Excisionreparatur, PARP1
abhangig ablaufen (D'Andrea, 2018; Grundy & Parsons, 2020). Bei ausbleibender
Reparatur entwickeln sich aus diesen Einzelstrangbrichen bei Replikation der Zelle
Doppelstrangbriiche; diese kdnnen in einer Zelle mit intakter HRR effektiv repariert werden.
Bei fehlender HRR akkumulieren die DNA-Schaden allerdings, was eine genomische
Instabilitat und letztlich den Zelltod zur Folge hat (Helleday et al., 2005; Pommier et al.,
2016).
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Ein weiterer Mechanismus ist das ,PARP Trapping®, hierbei schliel3t der PARPi das ans
Chromatin gebundene PARP1-Enzym ein, sodass sich dieses nicht mehr vom Chromatin
I6sen kann. Durch diesen Mechanismus werden Doppelstrangbriiche der DNA verursacht,
fur deren Reparatur die HRR nétig ware (D'Andrea, 2018). Das Potenzial zum ,PARP
Trapping“ unterscheidet sich hierbei je nach eingesetztem PARPi (Murai et al., 2012). Auch
die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen Gber den Alt-EJ-Weg sind PARP1 abhangig
und werden von PARPI blockiert. (D'Andrea, 2018).

Dass eine alleinige Inhibition von PARP1 nicht letal fir die Zelle ist, konnte anhand von
PARP1 Knockout-Mausen gezeigt werden. Diese sind lebensfahig und zeigen keine
verstarkte Tendenz zur Entwicklung von Tumoren. In den Zellen dieser Mause konnte
zudem eine erhohte Aktivitat der HRR festgestellt werden. In Abwesenheit von PARP1 sind
Zellen folglich starker auf HRR als Reparaturmechanismus angewiesen (Helleday et al.,
2005). Wenn durch eine Mutation von BRCA1/2 dieser Reparaturmechanismus nicht
funktioniert, dann fihrt das zu einer Akkumulation von DNA-Schaden in der Zelle und in der
Folge zu Zelltod. Dieser Mechanismus lasst sich auch umgekehrt betrachten. Bei einer
schon bestehenden BRCA1/2 Mutation der Zelle kommt es zu einem Verlust der HRR als
Reparaturweg fir DNA-Schaden, da BRCA1 und BRCAZ2 von entscheidender Bedeutung
hierfir sind. Dieser Zustand wird als BRCAness bezeichnet (Byrum et al., 2019; Lord &
Ashworth, 2016).

Der, in den Experimenten zu dieser Arbeit eingesetzte PARPi Talazoparib, ist ein hoch
potenter PARPI mit starker Trapping-Aktivitat, der zur Behandlung von Brustkrebs mit einer
BRCA1/2 Mutation zugelassen ist. Zudem ist Talazoparib in Kombination mit dem
antiandrogenen Wirkstoff Enzalutamid fir die Behandlung des kastrationsrefraktaren,
metastasierten Prostatakarzinoms zugelassen (European Medicines Agency, 2019). Wenn
eine BRCA 1/ 2 Mutation nachgewiesen, ist der PARPi Olaparib beim Prostatakarzinom
auch als Monotherapie zugelassen (European Medicines Agency, 2024). In der
Zulassungsstudie PROfound wurde die Monotherapie mit Olaparib mit der
leitliniengerechten Therapie mit den antiandrogenen Wirkstoffen Abiraterone oder
Enzalutamid vergleichen. In der Gruppe, die mit Olaparib behandelt wurde, zeigte sich ein
signifikant langeres progressionsfreies Uberleben, im Vergleich zur Kontrollgruppe (7,4 vs.
3,6 Monate), auch zeigte sich eine Verbesserung der objektiven Ansprechrate von 2 % auf
33 % in der Gruppe mit der Olaparibbehandlung und des medianen Gesamtiiberlebens auf
19,1 vs. 14,7 Monate. Diese Vorteile konnten jedoch nur in der Patientenkohorte
nachgewiesen werden, die eine gesicherte Veranderung der Gene BRCA1, BRCAZ2 oder
ATM hatte. Fir die Kohorte, die keine Veranderung in diesen Genen aufwies, war kein
Vorteil durch die Behandlung mit Olaparib nachweisbar (de Bono et al., 2020; Hussain et
al., 2020). Ahnliche Ergebnisse hat die Studie TALAPRO-2, die die Kombinationstherapie
aus Talazoparib und Enzalutamid mit der Behandlung mit Enzalutamid und einem Placebo
vergleicht. Hier konnte ein Vorteil in Hinblick auf das progressionsfreie Uberleben und das
Gesamtlberleben in der Kohorte, die mit Talazoparib behandelt wurde, gezeigt werden.
Einschrankend muss hier jedoch erwahnt werden, dass die Daten zum Langzeituberleben
noch vorlaufig sind und noch keine endglltige Aussage zur Verbesserung des
Gesamtuberlebens getroffen werden kann. Basierend auf diesen Daten, erfolgte jedoch die
Zulassung der Wirkstoffkombination in den USA und Europa (Agarwal et al., 2023).

Zu der Anwendung von PARPI zur Behandlung von fortgeschrittenen oder metastasierten
Urothelkarzinomen gibt es bisher weniger Daten. Ein im Jahr 2023 erschienenes Review,
gibt einen Uberblick liber die bisher vorliegenden Daten (iber die klinische Wirksamkeit von
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PARPi im metastasierten Urothelkarzinom. Das Review inkludierte 3 randomisierte,
kontrollierte Studien. In einer unselektierten Patientengruppe ergab sich aus der
Behandlung der Patienten mit PARPi kein Uberlebensvorteil. In zwei Studien, konnte jedoch
ein Vorteil im progressionsfreien Uberleben durch PARPiI- Therapie gezeigt werden, und
zwar in einer Subgruppe von Patienten, die somatische Defekte der DNA-Reparatur
aufwiesen (Crabb et al., 2023).

BRCAness, die sich in einigen Tumoren aufgrund einer Keimbahnmutation zeigt, scheint
eine entscheidende Voraussetzung fiir eine wirksame Behandlung mit PARPi zu sein. Es
ware theoretisch mdglich, die Wirksamkeit von PARPi bei Tumoren ohne BRCA1/2-
Mutationen oder bei Tumoren mit PARPi-Resistenzen durch eine medikamentdse Induktion
von BRCAness zu verbessern. Ein HRR-Defizit kann zum Beispiel durch BETi erzeugt
werden. Es wurde auch festgestellt, dass PARPi und BETi in verschiedenen Krebszelllinien
synergistisch wirken (Sun et al., 2018). Durch eine Kombinationstherapie mit einem BETi
kénnte somit die Anwendung von PARPI bei Tumoren ohne BRCA1/2-Mutationen, wie dem
Urothelkarzinom, ermdglicht werden.
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1.4 Ziele der Arbeit

Aufgrund der Vielzahl von epigenetischen Veranderungen in Urothelkarzinomen, stellen
diese ein erfolgversprechendes Therapieziel dar. In Vorarbeiten hat der HDACi Romidepsin
bereits gute antiproliferative Wirkungen in UCCs gezeigt (Pinkerneil et al., 2016). Auch
BET-Proteine, insbesondere BRD4, haben sich als vielversprechendes therapeutisches
Ziel in der Behandlung von Urothelkarzinomen herausgestellt (Li et al., 2019; Wu et al.,
2016). In der Literatur gibt es zudem viele Hinweise darauf, dass eine Behandlung mit
einem epigenetischen Inhibitor Karzinomzellen fur die Behandlung mit einem Zytostatikum
oder einem PARPI sensitivieren kann, (Mio et al., 2019; Sun et al., 2018; Yang et al., 2017).
Ziel dieser Arbeit war es zum einen die Wirkung des next-generation BETi PLX51107 auf
UCCs genau zu charakterisieren und basierend auf den Ergebnissen potenziell
synergistisch wirkende Kombinationsbehandlungen abzuleiten, diese zu untersuchen und
erfolgsversprechende Kombinationen fir die Behandlung herauszuarbeiten.

Fur diese Arbeit wurden zwei Zellreihen von Urothelkarzinomen verwendet und eine
Zelllinie aus immortalisierten Urothelzellen als Kontrolle. Begonnen wurde zunachst mit der
Charakterisierung der zellularen und molekularen Wirkung von PLX auf die Ziellinien sowie
mit einer Transkriptom-Analyse mittels RNAseq nach einer Behandlung mit den
epigenetischen Inhibitoren PLX und Romidepsin. Anschliel3end erfolgte die Validierung der
Daten mittels RT-gPCR und Western Blot. Basierend auf diesen Daten konnten geeignete
Kombinationspartner fur die anschlieBenden Behandlungen mit Wirkstoffkombinationen
abgeleitet werden.

Im nachsten Schritt wurde die Wirksamkeit der Kombinationsbehandlungen gepruft.
Kombiniert wurden hierfir die epigenetischen Inhibitoren PLX oder Romidepsin jeweils mit
dem PARPi Talazoparib oder mit dem Zytostatikum Cisplatin. Zur Bestimmung der
Effektivitat dieser Behandlungen wurden MTT-Assays durchgefihrt, anhand derer man die
Viabilitat der Zellen nach der Behandlung prufen kann. Zum tiefergehenden Verstandnis
Uber die Wirkungsweise der Behandlungen wurde nach Kombinations- und
Einzelbehandlungen FACS-Analysen durchgefuhrt, die die Zellzyklusregulation und
Apoptose nach den einzelnen Behandlungen genauer abbilden. Die Wirkung der
Behandlungen auf die Langzeitproliferation Uber zwei Wochen wurde mittels
Klonogenitatstest ermittelt. Abschlielend wurde untersucht, ob die Effektivitat der
Behandlung durch eine sequenzielle Behandlung der Zellen mit den Wirkstoffen im
Vergleich zu einer simultanen Behandlung verbessert wird.

Es wurde angestrebt auf Grundlage dieser Daten, eine Aussage dartber zu treffen welche
Substanzkombinationen  einen  vielversprechenden  Therapieansatz fir das
Urothelkarzinom darstellen kdnnten, die zukunftig genauer untersucht werden sollten.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verwendete Zelllinien

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Zelllinien. Dargestellt sind Alter und
Geschlecht des Spenders (M: mannlich, W: weiblich), Herkunft und die Literaturreferenz

Zelllinie Geschlecht, Alter | Herkunft Referenz
[Jahren]

VM-CUB1 M Harnblase, Willams et al. 1980
Primartumor

UM-UC-3 M Harnblase, Grossmann et al.
Primartumor 1986

HBLAK M, 80 Harnleiter, Hoffmann et al.
spontan 2016
immortalisiert

In dieser Arbeit wurden ausschliel3lich kommerzielle Zelllinien verwendet. Die Zelllinien VM-
CuB1 und UM-UC-3 wurden von Dr. B. Grossmann (MD Anderson Cancer Center,
Houston, Texas, USA) und der DSMZ (Braunschweig, Deutschland) bezogen. Die Zelllinie
HBLAK stammt von der Firma CELLnTEC (Schweiz).

2.1.2 Zellkultur

Tabelle 2: Materialien fiir die Zellkultur

Material Hersteller
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) | Sigma-Aldrich
Accutase-L6sung Sigma-Aldrich
Automatischer Zellzéhler TC20TM BioRad
CnT-Prime Epithelzellkulturmedium CELLNTEC

COz-Inkubator HeraCell 150i

Thermo Fisher Scientific

Dimethylsulfoxid (DSMO) Sigma-Aldrich
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) | GIBCO
Eppendorfgefalie Eppendorf
Essigsaure (100%) Sigma-Aldrich

Falconréhrchen (15ml,50ml)

Greiner bio-one

Fetales Kalberserum (FCS)

Biochrom/MERCK
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Glas-Pasteurpipetten

Brand

Kollagen IV Sigma-Aldrich
Mehrfachdispenser Eppendorf
Mehrfachdispenser-Pipetten (1, 5, 10ml) Eppendorf
Mikroskope Ts2, TE2000-S Nikon Eclipse
Multikanalpipette Eppendorf
Pipetus Hirschmann
Reagent reservoir Costar

Stripetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)

Greiner bio-one

Trypanblau 0,4 % Sigma-Aldrich
Trypsin/EDTA-L6sung (0,25 %) GIBCO
Zahlkammer BioRad

Zellkulturflaschen (T25) fir fortgeschrittene | Greiner bio-one

Gewebekulturen

Zellkulturflaschen (T25, T75)

Greiner bio-one

Zellkulturplatten (96-,6-Well)

Greiner bio-one

Zellkulturplatten (96-Well) fur fortgeschrittene | Greiner bio-one

Gewebekulturen

Zentrifuge 5810

Eppendorf

2.1.3 Zellkulturmedien

Tabelle 3: Verwendete Zellkulturmedien

Zelllinie

Zusammensetzung Medium

HBLAK

CnT-Prime Epithelzellkulturmedium

VM-CUM1, UM-UC-3

DMEM+GlutaMAXX +
hitzeinaktiviertes FCS

10%

2.1.4 Substanzen fiir die Behandlung von Zellen

Tabelle 4: Verwendete pharmakologische Substanzen

Substanz Hersteller

Losungsmittel
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Cisplatin HEXAL AG H.0

Gemcitabine Selleckchem DMSO
PLX51107 (PLX) Selleckchem DMSO
Romidepsin Selleckchem DMSO
Talazoparib/ BMN 673 Cayman/ Biomol DMSO
TWO09 Freundlicherweise zur | DMSO

Verfugung gestellt von Prof.
Stefan Knapp (Institut for
Pharmazeutische ~ Chemie
der Universitat Frankfurt)

2.1.5 RNA-Isolation

Fur die RNA-Isolation wurden zwei verschiedene molekularbiologische Kits verwendet und
der RNA-Gehalt der isolierten Probe mittels Nanodrop bestimmt.

Tabelle 5: Materialen fiir die RNA-Isolation

Material

Hersteller

Fast Gene RNA Premium Kit

Nippon

NanoDrop 2000 Thermo Scientific
Qiagen RNeasy Mini Kit Qiagen
RNase free water Qiagen
RNase-Free DNase Set Qiagen

2.1.6 Proteinextraktion

Tabelle 6: Materialen fiir die Proteinextraktion

Material Hersteller
Phosphat-buffert saline (PBS) Sigma-Aldrich
Protease-Inhibitor Sigma-Aldrich
Phosphatase-Inhibitor Sigma-Aldrich
Cell scraper Sarstedt
Kihlzentrifuge Beckman
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AllegraTM 2IR Centrifuge

Ruttelplatte

IKA Labortechnik

RIPA-Puffer

Siehe Tabelle 7

Tabelle 7: Chemikalien RIPA-Puffer

Sodium Deoxycholat (DOC) Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraessigsaure Sigma-Aldrich
(EDTA)

Natriumchlorid (NaCll) VWR Chemicals
Natriumdodecylsulfat Roth

(SDS)

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris) VWR Chemicals
Triton X-100 Sigma-Aldrich

Der RIPA-Puffer wurde aus 150 mM NacCl, 1 %Triton X-100, 0,5 %, 0,1 % SDS, 1 mM

EDTA, 50 mM hergestellt. Unmittelbar vor Gebrauch wurden noch jeweils 1

Phosphatase- und Proteaseinhibitor zugegeben.

2.1.7 BCA-Protein Assay

Tabelle 8: Materialen fiir den BCA-Protein Assay

%

Material

Hersteller

Bovines Serum Albumin (BSA)

PAN-Biotech GmbH

Falconrohrchen 50ml

Greiner bio-one

iMark™ Microplate reader

BioRad

Pierce™ BCA™ Protein Assay Reagent
A/B

Thermo Scientific

RIPA-Puffer

Siehe 2.1.6

Zellkulturplatten (96-Well)

Greiner bio-one
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2.1.8 SDS-PAGE und Western Blot

Tabelle 9: Materialen SDS-PAGE und Western Blot

Bovines Serum Albumin (BSA)

PAN-Biotech GmbH

ChemiDoc™ Imaging System Version | BioRad

2.3.0.07

Clarity Max™ Western ECL Substrate BioRad
Clarity™ Western ECL Substrate BioRad
Immobilon®-P Transfer Membranes MERCK
Methanol VWR Chemicals
Milchpulver CARL ROTH GmbH+Co KG
Mini-PROTEAN Tetra Cell (mit Kammer, | BioRad

Deckel, Elektrodenzubehor und Kompanion

Laufmodul)

PowerPac 200 Netzteil BioRad

Page Ruler™ Prestained Protein Ladder
#26616

Thermo Scientific

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System

BioRad

Whatman™ Gel Blot Paper

GE Healthcare

Roti®-Load 4x

CARL ROTH GmbH+Co KG

Tabelle 10: Chemikalien fiir die Puffer und Polyacrylamidgele

10x Tris/ Glycin Puffer BioRad

10x Tris/ Glycin/ SDS Puffer BioRad
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich
Glycin Merck

Methanol VWR Chemicals
Natriumchlorid (NaCl) VWR Chemicals
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth
Polyacrylamid (PAA) Roth

Salzséaure (HCI) Merck
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Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris) Merck
Tween 20 Sigma-Aldrich

Tabelle 11: Zusammensetzung der Puffer. Alle Puffer wurden mit Wasser angesetzt, das
mit der Q-Gard® 2 Anlage von Milipore aufbereitet wurde

SDS-Page Laufpuffer

10 % Tris/Glycin/SDS Puffer

Stripping

1,5 % Glycin, 0,1 % SDS, 1 % Tween 20
mit HCI auf pH 2,2 einstellen

TBS-Puffer (10x)

1,5 M NaCl, 0,1 M Tris
mit HCI auf pH 7,6 einstellen

TBS-T-Puffer (1x)

10 % TBS-Puffer (10x), 0,1 % Tween

Western Blotting Puffer

10 % Tris/ Glycin Puffer, 20 % Methanol

Tabelle 12: Verwendete primare Antikorper. Alle Blocking-Puffer wurden mit TBS-T

angesetzt.
Antikorper Hersteller Blocking- Konzentration | Katalognummer
Puffer
Anti-cleaved Cell Signaling 5% 1:1000 95418
Parp Milchpulver
Anti-Cyclin B1 Santa Cruz 5 % BSA 1:1000 SC-752
Anti-phospho- | Cell Signaling 5 % BSA 1:1000 2577S
Histone H2A X
S139
Anti-RADS51 Millipore 5% 1:2000 ABE257
Milchpulver
Anti-total Parp | Cell Signaling 5% 1:2000 9532S
Milchpulver
Anti-B Actin Sigma-Aldrich 5% 1:10000 A5441
Milchpulver

Tabelle 13: Verwendete sekundare Antikorper. Alle Blockingpuffer wurden mit TBS-T

angesetzt.
Antikorper Hersteller Blocking- Konzentration | Katalognummer
Puffer
Polyclonal Dako 1 %ige Milch 1:2000 P0448
Goat Anti- 1 %iges BSA
rabbit IgG
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Rabbit  Anti-
mouse IgG

Polyclonal Dako 1 %ige Milch 1:1000 P0260

2.1.9 Quantitative Echtzeit-PCR

Tabelle 14: Material fiir die quantitative Echtzeit-PCR.

Material Hersteller
Ampuwa® Frisenius Kabi
C1000 Touch Thermal Cycler CFX384™ | BioRad
Real-Time System
Frame Star® 384 Well Skirted PCR Plates | 4titude UK
Plus gPCR
LightCycler®480 Sealing Foll Roche
LightCycler® 96 Roche

Luna® universal gPCR Master Mix

New England BioLabs® Inc

Rev: CCAAGTATGTAACCAACAATAGAAGAAGTAG

Multiwellplatte 96 Roche

PCR Tubes Eppendorf

Tischzentrifuge Mini Spin Eppendorf

Tabelle 15: Verwendete Primer
Gen Sequenz 5"3‘ Tannealing in
°C

TBP Fwd: GAGCCAAGAGTGAAGAACAGTC 60
Rev: GCTCCCCACCATATTCTGAATCT

BRCA1 Fwd: AAAGGGCCTTCACAGTGTCC 60
Rev: CCTGTGTCAAGCTGAAAAGCA

BRCA2 Fwd: GGAGCTGAGGTGGATCCTGA 60
Rev: CATGAGGAAATACAGTTTCAGATGCTT

ATR Fwd: CAGCTTTGTGCCATTTACTG 60
Rev: CTACCTCAATTCCAAGCACA

CHK1 Fwd: ATATGAAGCGTGCCGTAGACT 60
Rev:TGCCTATGTCTGGCTCTATTCTG

ATM Fwd: TGGATCCAGCTATTTGGTTTGA 60
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RADS51 Fwd: CAACCCATTTCACGGTTAGAGC 60
Rev: GGGAGCTTGGAAGACGATCAG

RAD17 Fwd: CCTGGATGTGGAAAGACAACG 60
Rev: TCCCAGGTTCAAGCACAGTA

cMYC Fwd: CAGCTGCTTAGACGCTGGATT 60
Rev:GTAGAAATACGCTGCACCGA

MCL1 Fwd: GAGACCTTACGACGGGTTGG 60
Rev: GTTACGCCGTCGCTGAAAAC

GADD45A | Fwd: TCAGCGCACGATCACTGTC 60
Rev: CCAGCAGGCACAACACCAC

GADD45B | Fwd: GTCGGCCAAGTTGATGAAT 60
Rev: CACGATGTTGATGTCGTTGT

CCNB1 Fwd: AGCTGCTGCCTGGTGAAGAG 60
Rev: GCCATGTTGATCTTCGCCTTA

FAS Fwd: AGCTTGGTCTAGAGTGAAAA 60
Rev: GAGGCAGAATCATGAGATAT

CCNB2 Fwd: CCGACGGTGTCCAGTGATTT 60
Rev: TGTTGTTTTGGTGGGTTGAACT

CDKO9 Iso1 | Fwd: GATGCTGCTTAACGGCCTCT 60
Rev: CAGCTTCAGGACCCCATCAC

CDK9 Fwd: GCCAGAAGGTGGCTCTGAAG 60

Iso1+2 Rev: GATCTTGATCTCCCGCAAGG

AURKA Fwd: CTGCATTTCAGGACCTGTTAAG 50
Rev: GACACAAGACCCGCTGAG

AURKB Fwd: GCTCTACAAGGAGCTGCAG 50
Rev: CCTTGAGCCCTAAGAGCAG

BRD4 Fwd: ATTGATGTTCTCCAACTGCT 55
Rev: TTTCGAACACATCCTGGAG

ERCCA1 Fwd: AGGAAGAAATTTGTGATAC 55
Rev: TGTGTAGATCGGAATAAG

RADS50 Fwd: CTGGACCAGGAGCTCATAAAAG 60
Rev: ACGCAGGGTCCTGTCTAAGTC

NBN Fwd: CAGGATGATAGTGAGATGCTTCC 60
Rev: ATGCCAGATGGATTTCTGGA

MRE11 Fwd: ACGTCGTTTCAGAGAAACCAGA 60
Rev: AAAGGCAGAAGCAGACTCCTC

HEXIM Fwd: GACGAGAAACAGAGCCTTCG 60
Rev: TCGTGATCATCCATGAGGAA

FANCD2 Fwd: GGCCAAGTGGGGATAAAGAG 60
Rev: TGATCAGTTCTGGGACACCA

PARP2 Fwd: ACACCCATTGGACCAACACT 60
Rev: GTGGGAGCATGGGTAGATTG

NHEJ1 Fwd: AGTGCCAAGTGAGGGAGCTA 60
Rev: TTTCTTCAAATGGTTCTGTCTTCA

CHK2 Fwd: CGCCTGAAAGAAGCTACCTG 60

Rev: CTCTGGCTTTAAGTCACGGTGT
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CASP9 Fwd: TTCTCCTCGCTGCATTTCAT 60
Rev: GCCGTGAGAGAGAATGACCA

PARP1 Fwd: TGCTGCTGTGAACTCCTCTG 60
Rev: CATGGCCTTCACTTCATCCT

2110 MTT-Test
Tabelle 16: Materialien fiir den MTT-Test

Material

Hersteller

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS)

Sigma-Aldrich

Dimethylsulfoxid (DSMO)

Sigma-Aldrich

iMark™ Microplate reader

BioRad

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (TBTB)

Sigma-Aldrich

Zellkulturplatten (96-Well) far
fortgeschrittene Gewebekulturen

Greiner bio-one

Zellkulturplatten (96-Well)

Greiner bio-one

2.1.11 FACS- Messung

Tabelle 17: Material fiir die FACS-Messung

Material

Hersteller

Falconréhrchen (15ml)

Greiner bio-one

MACSQuant Analyzer Miltenyi Biotec
Mastermix zur Apoptose-Bestimmung siehe unten
Nicoletti Puffer siehe unten

PS Tubes

Greiner bio-one

Zellkulturplatten (6-Well)

Greiner bio-one

Tabelle 18: Chemikalien fiir den Nicoletti-Puffer

Triton X100 Sigma-Aldrich
Tri-Na-Citrat Dihydrat Merck
Propidimiodid Sigma-Aldrich

Der Nicoletti-Puffer wurde aus 0,1 % Triton X100, 0,1 % Tri-Na-Citrat Dihydrat, 50 ug/mi

Propidiumiodid in Millipore Wasser hergestellt.
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Tabelle 19: Chemikalien fur den Mastemix zu Apoptose-Bestimmung

20x Annexin binding buffer

Miltenyi Biotec

Annexin V FITC-Konjugat

Miltenyi Biotec

Propidiumiodid 2mg/ml

Sigma-Aldrich

Zur Herstellung des Mastermix wurde der 20x Annexin binding buffer mit Millipore Wasser
auf 1x verduinnt. Pro Probe werden zu je 70 ul 1x Annexin binding buffer 2,5 ul V FITC-
Konjugat und 7,5 ul Propidiumiodid in oben angegebener Konzentration zugegeben.

2.1.12 Software

Tabelle 20: Verwendete Software
Bio-Rad CFX Maestro BioRad

CompuSyn Version 1.0 CompuSyn, Inc.

EndNote X9 Clarivate Analytics

Light Cycler 96 Software Roche

MACSQuantify Version 2.11 Miltenyi Biotec

Micosoft Word 2010 Microsoft
Microsoft Excel 2010 Microsoft

MPM6 BioRad
NanoDrop 2000/2000c Thermo Scientific

CanoScan Toolbox 5.0 Canon

2.2 Methoden
2.21 Zellkultur

2.2.1.1 Kultivierung von Karzinomzelllinien

Die Urothelkarzinomzelllinien UM-UC-3 und VM-CUB1 wurden im Brutschrank bei 37°C bei
5 % COgzinkubiert. Zur Kultivierung der Zellen wurde DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) mit Glutamax (stabilisiertes L-Glutamin) genutzt. Dem Medium wurde 10 % FCS
zugesetzt, dass bei 56°C fir eine halbe Stunde in einem Wasserbad hitzeinaktiviert wurde.
Die Zellen wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen mit 16 ml Medium kultiviert und alle drei bis
vier Tage passagiert. Hierfir wurde das alte Medium abgesaugt und die Zellen mit 2 mli
PBS gewaschen. Anschliel3end erfolgte die Zugabe von 1,5 ml 0,25 %igem Trypsin und
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eine Inkubation von zwei bis drei Minuten. Nach dem vollstandigen Ablésen der Zellen
wurde das Typsin mit 3 ml Medium abgestoppt und die Zellen resuspendiert. Die
entstandene Zellsuspension wurde in ein Falconréhrchen tberfihrt und flr 5 min bei 300 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen erneut resuspendiert und im
Verhaltnis 1:25 bzw. 1:30 in einer neuen Zellkulturflasche ausgesat.

2.2.1.2 Kultivierung der Urothelzelllinie HBLAK

Die spontan immortalisierte  Urothelzellinie HBLAK wurde in  CnT-Prime
Epithelzellkulturmedium in  75cm? Zellkulturflaschen kultiviert. Um  geeignete
Wachstumsbedingungen fir die HBLAK Zellen zu schaffen, wurde die Zellkulturflasche vor
Verwendung flr 30 min bei RT mit Kollagen IV (Konzentration 1 mg/ ml) beschichtet,
welches im Verhaltnis 1:20 in 0,1 %er Essigsaure gelost war. Das Passagieren der Zellen
erfolgte alle drei bis vier Tage, dazu wurden das alte Medium abgesaugt, die Zellen mit 2 ml
PBS gewaschen und mit 2 ml Accutase Loésung fir 5 min bei 37°C inkubiert. Nach dem
vollstdndigen Ablésen der Zellen wurde 4 ml Medium zugegeben, die Zellsuspension in
eine Falconréhrchen tberfiihrt und fir 5 min bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt, die Zellen resuspendiert und im Verhaltnis 1:4 bzw. 1:5 in einer neuen
Zellkulturflasche ausgesat.

2.2.1.3 Zellzdhlung

Die Zellzahlung wurde genutzt, um eine bestimmte Anzahl an Zellen auf Well-Platten
auszusaen.

Fur die Zellzahlung wurden 10 ul Zellsuspension mit 10 yl Trypanblau in einem sterilen
Eppendorfgefal® vermischt und 10 ul davon in eine Zahlkammer pipettiert.

Die Zellzahlung erfolgte mit dem automatischer Zellzahler TC20TM.

2.2.1.4 Aussaat von Zellen auf 6- und 96-Well-Platten
Tabelle 21: Aussaat-Schema fiir die Zelllinien UM-UC-3 und VM-CUB1

Platte Zellzahl/Well Aussaatvolumen in pl
96-Well 1.500 50
6-Well 150.000 2000

Tabelle 22: Aussaat-Schema fiir die Zelllinie HBLAK

Platte Zellzahl/Well Aussaatvolumen in pl
96-Well 2.000 50
6-Well 200.000 2000

Ausgehend von der Zellzahlung wurde das bendtigte Volumen Zellsuspension berechnet,
dieses wurde in ein Falconréhrchen Gberfuhrt und mit frischem Medium aufgefullt. So wurde
die gewlinschte Anzahl von Zellen und das gewlinschte Aussaatvolumen erreicht.
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Fir einen anschlieRenden MTT-Test wurden die Zellen auf 96-Well-Platten und fir eine
FACS-Analyse, einen Klonogenitatstest, RNA-Ernte oder Proteingewinnung auf 6-Well-
Platten ausgesat.

2.2.1.5 ICs0-Bestimmung

Die ICso-Bestimmung erfolgte flir den epigenetischen Inhibitor TW09, den PARPI
Talazoparib und fur das Zytostatikum Gemcitabin. Bei den anderen Wirkstoffen wurde auf
schon bestehende Ergebnisse der Arbeitsgruppe zurlickgegriffen.

Mittels Literaturrecherche konnte ein Bereich definiert werden, indem sich die ICso-Werte
bewegen und ausgehend von dieser Information wurden die Zellen mit sieben
verschiedenen Konzentrationen des Wirkstoffes und einer DMSO-Kontrolle behandelt. Die
eingesetzten Wirkstoffkonzentrationen sind in Tabelle 23 dargestellit.

Nach 72h Inkubation wurde zur Bestimmung der Viabilitat ein MTT-Test durchgeflihrt (siehe
Abschnitt 2.2.1.7).

Um aus der relativen Viabilitat die 1Cso-Konzentration zu ermitteln, wurde die Website
https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator/ genutzt.

Tabelle 23: Eingesetzte Wirkstoffkonzentrationen zur Bestimmung des ICs,-Wertes
fir 72h. Fir jede Zelllinie wurden die gleichen Konzentrationen verwendet.

Wirkstoff Konzentrationen [nM]
Gemcitabine 5, 10, 15, 20, 25, 30

Talazoparib 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000
TWO09 50, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000

2.2.1.6 Behandlung mit Inhibitoren fiir den MTT-Test

Die Inhibitoren wurden zunachst unter sterilen Bedingungen in 100 % DMSO geldst. Um
der zytotoxischen Wirkung von DMSO Rechnung zu tragen, wurde bei jeder Behandlung
eine DMSO-Kontrolle entsprechen der am hdchsten konzentrierten Inhibitorbehandlung
angesetzt.

Die Zellen wurden nach der Aussaat auf die 96-Well Platte fir 24 h bei 37°C und 5 % CO;
in serumhaltigem Medium bzw. Epithelzellkulturmedium Kultiviert.

Die Behandlung erfolgte mit den Zytostatika Cisplatin und Gemcitabin, sowie
epigenetischen Inhibitoren, welche in Tabelle 24 aufgelistet sind.

Es wurden Einzelbehandlungen und Kombinationsbehandlungen durchgefiihrt. Die
Kombinationsbehandlungen erfolgten simultan und sequenziell. Der zeitliche Ablauf der
sequenziellen und der simultanen Behandlung sind in Abbildung 1 und 2 dargestellt.

Um anhand der Daten des MTT-Tests eine Synergieanalyse nach Chou-Talalay
durchzufuihren, erfolgte die Behandlung anhand eines festen Schemas (Tab. 25). Fur die
Behandlung wurden die ICso-Konzentrationen fir 72h zugrunde gelegt (Tab. 24). Fur die
Synergieanalyse wurde die Software Compusyn verwendet.

Tabelle 24.: ICso-Konzentrationen fiir 72h

UM-UC-3 VM-CUB-1 HBLAK
PLX51107 8,8 2 0,6
[UM]
Romidepsin 34 4,3 0,9
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[nM]
Talazoparib 1 1 1
[UM]
TWO09 2 0,1 0,1
[UM]
Cisplatin 4 5 5
[UM]
Gemcitabine 12,1 5,2 2,7
[nM]
simultane Behandlung
Ausden der Behandlung mit zwei
Zellen Wirkstoffen MTT-Assay
Oh 24h 48h 72h 96h
Abb. 1: Zeitlicher Ablauf der simultanen Behandlung
sequentielle Behandlung
Behandlung mit einem Behandlung mit dem
Aussden der Zellen Wirkstoff zweiten Wirkstoff MTT-Assay
Oh 24h 48h 72h 96h
Abb. 2: Zeitlicher Ablauf der sequenziellen Behandlung
Tabelle 25: Behandlungsschema fiir die Inhibitorbehandlung
Wirkstoff 1
0,125x 0,25x 0,5x 0,75x 1x 1,5x 2X
ICso ICso ICso ICs0 ICs0 | ICs0 ICs0
0,125X|C5o X
0,25X|C50 X
W|rkStOff 0,5X|Cso X
2 0,75X|C5o X
1X|C5o X
1,5X|Cso X
2X|C5o X
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2.2.1.7 Viabilitatstest MTT

Die zytotoxische Wirkung der Kombinations- und Einzelbehandlung wurde mittels MTT-
Viabilitatstest untersucht.

Der Test beruht auf der Umwandlung des wasserldslichen, schwach gelben 3-(4,5-
Dimethlthiazole-2-yl)-2,3-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu dem wasserunldslichen,
violetten Formazan durch die Wirkung der mitochondrialen Reduktase (Kumar et al., 2018).
Diese Umwandlung findet nur in metabolisch aktiven Zellen statt und die Anzahl der
gebildeten Formazankristalle ist proportional zu der Anzahl der vitalen Zellen.

Fur die Messung wurden VM-CUB-1, UM-UC-3 und HBLAK Zellen, wie in Abschnitt 2.2.1.4
beschrieben, auf 96-Well Platten ausgesat und wie in Abschnitt 2.2.1.6 beschrieben
behandelt. Mit jeder Inhibitor Konzentration wurden 4 Wells behandelt.

Nach 72h Behandlung wurden in jedes Well 10 yl MTT-Reagenz (5 mg/ml PBS) gegeben.
Die Inkubation erfolgte bei 37°C fur 1 h bei den Zelllinien VM-CUB-1 und UM-UC-3 und fur
4 h bei der Zelllinie HBLAK. Nach der Inkubation wurde das Reagenz abgeschuttet und in
jedes Well 50 ul DMSO gegeben. Die Extinktion wurde in dem iMark™ Microplate reader
bei 595 nm und 750 nm (Referenzwellenldange) gemessen. Nach Abzug der Leerprobe
wurde aus den vier gemessenen Extinktionen pro Inhibitorkonzentration der Mittelwert
gebildet und der Mittelwert gegen die jeweilige Losungsmittelkontrolle normiert.

2.2.1.8 Klonogenitatstest und Giemsa Farbung

Der Klonogenitatstest wurde eingesetzt, um die Wirkung der Kombinationsbehandlung auf
die Langzeitproliferation der verschiedenen Zelllinien zu untersuchen.

Dazu wurden die Zellen wie in 2.2.1.4 beschrieben ausgesat und nach 24 h mit der
Kombinationsbehandlung behandelt. Es erfolgten Behandlungen mit jeweils einem
Wirkstoff: PLX, Romidepsin der Talazoparib in der jeweiligen [ICso-Konzentration der
jeweiligen Zelllinie sowie Kombinationsbehandlungen mit PLX und Talazoparib in der 0,5-
fachen I1Cso-Konzentration der Wirkstoffe der jeweiligen Zelllinien.

AulBerdem erfolgte eine Behandlung mit Cisplatin und PLX in Einzel- und
Kombinationsbehandlung in der ICso-Konzentration der Zelllinien. Nach 72h wurden die
Zellen mit 0,5 ml Trypsin abgel6st und in 2 ml Wachstumsmedium aufgenommen.

In neue 6-Well Platten wurden je 2ml Wachstumsmedium vorgelegt und 1000 Zellen der
DMSO-Kontrolle wurden auf die neue 6-Well Platten Uberfihrt. Von den Zellen nach
Inhibitorbehandlung wurden die zu der DMSO-Kontrolle aquivalenten Volumina der
Zellsuspension Uberflhrt.

Nach 10-12 Tagen wurde das Wachstumsmedium abgesaugt und die Zellkolonien mit PBS
und mit PBS/Methanol (1:1) gewaschen. Das Fixieren der Kolonien erfolgte flr 10 min mit
Methanol bei RT. Fir die Farbung wurden die Zellkolonien vollstandig mit Giemsa-Ldsung
bedeckt und fir 2 min inkubiert. Die nach 2 Minuten verbliebende Lésung wurde
abgenommen und die Zellen mit Aqua dest. gewaschen. Die angefarbten Kolonien wurden
mit dem Scanner Canon 4400F dokumentiert.
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2.2.2 RNA-Analyse

2.2.2.1 RNA-Isolierung

Fur die Gewinnung von RNA wurden HBLAK, UM-UC-3 und VM-CUB-1 Zellen auf 6-Well
Platten, wie in Abschnitt 2.2.1.4 beschrieben, ausgesat. Nach 24 h Inkubation erfolgte die
Behandlung mit den epigenetischen Inhibitoren PLX und Romidepsin. Es erfolgte sowohl
eine Einzelbehandlung mit je einem der Wirkstoffe wie auch eine Behandlung mit einer
Kombination aus PLX und Romidepsin.

Bei der Behandlung mit nur einem Wirkstoff wurde mit der ICso-Konzentration der jeweiligen
Zelllinie behandelt (siehe Tab.24). Bei der Kombinationsbehandlung wurde mit
Wirkstoffkonzentrationen behandelt, die unterhalb der jeweiligen 1Cso-Konzentration der
Ziellinien lagen, um so die synergistische Wirkung nachzuweisen und eine mdgliche
Dosisreduktion zu untersuchen. Die Dosisreduktion sollte zur Verminderung der Toxizitat
fur normale Zellen angestrebt werden. Aufgrund der Reduktion der Wirkstoffdosis wurden
die Zelllinien HBLAK und VM-CUB1 mit 0,6 yM PLX und 0,9 nM Romidepsin behandelt und
die Zelllinie UM-UC-3 mit 1uyM PLX und 1,3 nM Romidepsin. Zu jeder behandelten Probe
wurde eine, mit einer analogen Konzentration DMSO behandelte, Kontrolle erstellt.

Nach 72 h Behandlung erfolgte die RNA-Isolierung mit dem FastGene® RNA Premium Kit
(NIPPON Genetics EUROPE). Diese wurde nach Herstelleranweisungen durchgefuhrt.
Der RNA-Gehalt der gewonnenen Proben wurde mittels NanoDrop® bestimmt und die
Proben bei minus 80°C gelagert.

2.2.2.2 Reverse Transkription

Die Umwandlung der RNA in complemantary DNA (cDNA) wurde mit dem FastGene®
Scriptase Il cDNA Synthesis Kit nach Herstelleranweisungen durchgefuhrt. Fur die Reaktion
wurde jeweils 1ug RNA eingesetzt. Anschliefiend wurde die cDNA 1:10 mit sterilem Wasser
verdinnt und bei minus 20°C gelagert.

2.2.2.3 Quantitative Echtzeit-PCR

Bei der quantitativen Echtzeit-PCR (qRT-PCR) wird mittels eines in doppelstrangige DNA
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes die Amplifikation der DNA in Echtzeit detektiert.
Das Fluoreszenzsignal nimmt proportional zur Menge des gebildeten Amplifikates zu. Als
quantification cycle (Cq-Wert) wird der Zyklus in der PCR angegeben, indem die
Fluoreszenz der Probe die Hintergrundfluoreszenz Ubersteigt und detektiert werden kann.
Je geringer die Menge des Amplifikates in der Probe ist, desto groer ist der Cqg-Wert. Zur
absoluten Quantifizierung wurden die Cqg-Werte mit denen einer Standardreihe, bestehend
aus drei Verdlnnungen einer Standard-cDNA, verrechnet.

Die qRT-PCR wurde in 96-Well Platten und 384-Well Platten durchgefuhrt. Fur die beiden
Formate wurde ein unterschiedlicher Mastermix angesetzt (siehe Tab. 26 und 28). Fur jede
Probe wurde ein Triplikat gemessen.

Die Messung erfolgte bei den 96-Well Platten im LightCycler® 96 und bei den 384-Well
Platten im C1000 Touch Thermal Cycler CFX384 ™.
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Tabelle 26: Mastermix fiir die qRT-PCR auf der 96-Well Platte. Der Mastermix ist pro
Well angegeben, was einem Gesamtvolumen von 20 pl pro Well entspricht. Pro Probe
wurde dieser Mastermix dreimal angesetzt, um Triplikate zu erhalten.
Mastermix Volumen

2x Luna® universal gPCR Master Mix | 10 ul

Primer forward (10 uM) 0,5 ul
Primer reverse (10 uM) 0,5 ul
H.O (Ampuwa®) 8 ul

Tabelle 27: Mastermix fiir die gqRT-PCR auf der 384-Well Platte. Der Mastermix ist flr
drei Well angegeben. Von dem Mastermix wurden jeweils 5 ul in ein Well pipettiert und die
Platte kurz zentrifugiert. Die Messung erfolgte im C1000 Touch Thermal Cycler CF

Mastermix Volumen
2x Luna® universal gPCR Master Mix 8,5 ul
Primer forward (10 uM) 0,5 ul
Primer reverse (10 uM) 0,5 ul
H.O (Ampuwa®) 6,5 ul
cDNA (1:10) 1l

2.2.2.4 Auswertung der gRT-PCR

Fur die Auswertung wurde die Software Light Cycler 96 Software (96-Well Platte) und die
Software Bio-Rad CFX Maestro (384-Well Platte) benutzt. Die in Abschnitt 2.2.2.3
beschriebene absolute Quantifizierung wurde von der Software durchgeflhrt, sodass zur
Auswertung die quantifizierte Konzentration der jeweiligen Proben relativ zur Standardreihe
vorlagen. Fur eine weitere relative Quantifizierung wurde das housekeeping gene TBP als
Referenz bestimmt. Durch Dividieren der Konzentration des zu testenden Gens durch die
Konzentration von TBP in der entsprechenden Probe wurde die relative Expression des
Gens bestimmt. Um den Unterschied in der relativen Expression von behandelten Proben
zu den mit DMSO behandelten Kontrollproben - den fold change- zu errechnen, wurde aus
den Triplikaten der DMSO-Kontrollen der Mittelwert ermittelt und jede behandelte Probe
durch den Mittelwert der dazugehdérigen DMSO-Probe dividiert. Aus diesen Ergebnissen
wurde der Logarithmus zur Basis zwei berechnet. Von den drei Werten, die so fir jede
behandelte Probe vorlagen, wurde das arithmetische Mittel und die Standardabweichung
bestimmt. Fir den paarweisen Vergleich zwischen behandelten Proben und DMSO-
Kontrolle wurde unter Verwendung der Software Graph Pad Prism das Signifikanzniveau
mittels t-Test bestimmt.
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2.2.2.5 RNA-Sequenzierung

Mittels RNA-Sequenzierung (RNA-seq) wurde eine umfassende Genexpressionsanalyse
durchgefihrt und die Veranderung der Genexpression nach Inhibitorbehandlung
untersucht. Die RNA-seq erfolgte mittels Next-Generation Sequencing und wurde vom
Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum Dusseldorf (BMFZ) durchgeflihrt.

Fur die Analyse wurden VM-CUB-1, UM-UC-3 und HBLAK Zellen wie in Abschnitt 2.2.1.4
beschrieben ausgesat. Nach 24 h erfolgte sowohl eine Einzelbehandlung mit PLX wie auch
eine Behandlung mit einer Kombination aus PLX und Romidepsin.

Bei der Einzelbehandlung mit PLX wurde mit der ICso-Konzentration der jeweiligen Zelllinie
behandelt (siehe Tab. 24). Die Kombinationsbehandlung erfolgte mit reduzierten
Dosierungen, die sich aus Vorarbeiten zur Synergieanalyse zwischen PLX und Romidepsin
ergeben hatten. Ziel war es dabei, fir die Tumorzelllinien Dosierungen zu verwenden, die
ungefahr der halbmaximal letalen Dosis der benignen HBLAK-Kontrollzellen entsprechen.
Daher wurden die Zelllinien HBLAK und VM-CUB-1 mit 0,6 uM PLX und 0,9 nM Romidepsin
behandelt. Da die Zelllinie UM-UC-3 eine auffallig geringere Sensitivitat gegenliber PLX
zeigte, wurde nach einem weiteren Vortest mit unterschiedlichen Dosierungen mittels MTT-
Test die Dosierung von 1 uM PLX und 1,3 nM Romidepsin gewahlt. Zu jeder behandelten
Probe wurde eine mit einer entsprechenden DMSO-Konzentration behandelte
Kontrollprobe erstellt. Nach 72h Behandlung wurde die RNA mit dem ,RNeasy Mini Kit*
isoliert. Diese wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt, inklusive des optionalen
DNase-Verdaus. Nach der Isolation in Triplikaten wurde die gewonnene RNA dem BMFZ
Ubergeben, welches die Hochdurchsatzanalyse der RNA durchflihrte.

Fur die Analyse der Einzelbehandlung mit Romidepsin wurde auf Daten eines bereits durch
die Arbeitsgruppe durchgefihrten Microarrays zurickgegriffen. Dabei wurden die Zellen
jeweils mit 3 nM Romidepsin behandelt. Zur Auswertung der Analyse stellte das BMFZ eine
Liste zur Verfugung, in welcher signifikante Expressionsveranderung aller Gene als fold
change (cut-off 1.5) angegeben waren. Als Signifikanzniveau wurde p <0,05 nach
Bonferroni-Korrektur angenommen.

2.2.3 Protein-Analyse

2.2.3.1 Proteinisolation

Fur Herstellung von Proteinlysaten wurden HBLAK, UM-UC-3 und VM-CUB-1 Zellen auf 6-
Well Platten, wie in Kapitel 2.2.1.4 beschrieben, ausgesat. Nach 24 h Inkubation erfolgte
die Behandlung mit den epigenetischen Inhibitoren PLX und Romidepsin, sowie DMSO als
Lésungsmittelkontrolle.

Es wurde mit der ICso-Konzentration der jeweiligen Zelllinie behandelt (siehe Tab.24).
Nach 72 h Behandlung wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen mit PBS
gewaschen. AnschlieBend wurde 150 ul Lysepuffer (1%  Protease- und
Phosphataseinhibitor in RIPA-Puffer) auf die Zellen geben und diese 30 min auf Eis
geschwenkt. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgeldst, in ein
1,5 ml Eppendorfgefald dberfuhrt und fur 5 min bei 900 g und 4°C zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen, in ein neues Eppendorfgefa Gberflhrt
und bei minus 80°C gelagert.
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2.2.3.2 BCA-Protein Assay zur quantitativen Proteinbestimmung

Die quantitative Proteinbestimmung erfolgte mittels Bicinchoninsaure (BCA) und wurde mit
dem BCA-Protein Assay Kit von Pierce durchgefuhrt. Aus den in diesem Kit enthaltenden
Reagenzien A und B wurde ein BCA-Mix hergestellt, welcher aus 196 ul Reagenz A und
4 ul Reagenz B besteht. Als Standard wurde BSA verwendet, welches mit RIPA-Puffer im
Verhaltnis 1:2 verdinnt wurde, woraus sich eine Standardreihe mit einem BSA-Gehalt von
2000 ug bis 32 ug ergab. Die Proben wurden mit RIPA-Puffer im Verhaltnis 1:5 verdinnt.
Zur Messung wurden 10 pl der Proben und der Standards in eine 96-Well Platte pipettiert.
In jedes Well wurde anschlielliend 200 pl BCA-Mix hinzugegeben. Als Blank wurde 10 pl
RIPA-Puffer verwendet. Nach 30-minitiger Inkubation bei 37°C erfolgte eine
Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von 495 nm, die im Microplate reader iMark™
durchgefiihrt wurde.

2.2.3.3 SDS-PAGE Gelelektrophrese

Fur die Auftrennung der Proteine nach GroRe wurde eine SDS-PAGE Gelelektrophorese
durchgefuhrt. Das verwendete 12 %ige Polyacryamidgel besteht aus einem Sammelgel und
einem Trenngel (Tab. 28 und 29).

Tabelle 28: Zusammensetzung Trenngel fiir zwei 12 %ige Polyacrylamidgele

H20 3,3ml
PAA 30 % 4 mi
1,5 M Tris pH 8,8 2,5 ml
10 % SDS in dest. H.O 0,1 ml
10 %APS in dest. H.O 0,1 ml
TEMED 5ul

Tabelle 29: Zusammensetzung Sammelgel fiir zwei Polyacrylamidgele

H-O 3,4 ml
PAA 30 % 0,83 ml
1 M Tris pH 6,8 0,63 mi
10 % SDS in dest. H20 50ul

10 % APS in dest. H20 50ul
TEMED 5l

Pro Probe wurden 20 pg Protein eingesetzt, welche im Verhaltnis 1:4 mit 4x Roti-Load-
Probenpuffer versetzt wurden und anschlief’end mit RIPA-Puffer auf 20 ul Gesamtvolumen
aufgeflllt wurden. Danach wurden die Proben fur 5 Minuten bei 95°C denaturiert.

Das 12 %ige Polyacrylamid wurde in die Laufkammer eingespannt, an das Laufmodul
angeschlossen und mit Laufpuffer geflllt. 20 yl der denaturierten Proben wurden
anschlielend auf das Polyacryamidgel aufgetragen. Als GroRenstandard wurde 4 pl der
Page Ruler Prestained Protein Ladder verwendet. Die Auftrennung erfolgte zunachst bei
70 V, bis die Proben das Trenngel erreicht hatten, danach wurde die Spannung fir ca. 90
Minuten auf 100 V erhdht.
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2.2.3.4 Western Blot und Detektion

Fur den Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran wurde ein Semidry
Blotter verwendet. Zur Vorbereitung auf das Blotten wurden die PVDF-Membran aktiviert,
dazu wurde die Membran 1 min in 100 % Methanol, 2 min in Aqua dest. und 5 min in
Blotting-Puffer inkubiert. Das ebenfalls flir den Transfer bendtigte Whatman-Paper wurde
fur 5 min in Blotting-Puffer eingeweicht. Fur den Transfer wurden das Whatman-Paper, die
PVDF-Membran und das Polyacrylamidgel nach Herstelleranweisung in der Kassette des
Semidry Blotters platziert. Der Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran erfolgte fur
20 min bei 25 V.

Um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren, wurde die Membran,
abhangig vom Protokoll des Antikdrperherstellers, fir eine 1 h in 5% BSA oder 5%
Milchpulver in TBS-T eingelegt. Im Anschluss wurde der Primarantikérper zugegeben und
die Membran Uber Nacht bei 4°C auf dem Rollschittler inkubiert.

Vor und nach der anschlieBenden, einstindigen Inkubation mit dem Sekundarantikdrper
wurde die Membran 4x10 min mit TBS-T gewaschen, um die Membran von ungebundenen
Antikérpern zu befreien.

Zur darauffolgenden Detektion wurde das Clarity Western ECL Substrat verwendet. Nach
5 Minuten Inkubation erfolgte die Detektion im Chemolumineszenz Detektor Chemi Doc.
Auch erfolgte eine kolorimetrische Aufnahme des GroRenstandards.

Die verwendeten Primar- und Sekundarantikorper, sowie die spezifischen Blocking-
Verfahren sind den Tabellen 12 und 13 zu entnehmen.

2.2.3.5 Stripping

Um einen Nachweis von mehreren Proteinen auf einer Membran zu erméglichen, wurden
nach der Detektion die gebundenen Primar- und Sekundarantikérper mittels Strippings
entfernt. Dazu wurde die Membran 2x10 min mit mildem Stripping Puffer inkubiert und
anschlief3en 3x10min mit TBS-T gewaschen.

AnschlielRend konnte die Membran neu geblockt und mit Antikérpern inkubiert werden.

2.2.4 Durchflusszytometrie

2.2.4.1 Zellzyklusanalyse

Fur die Zellzyklusanalyse wurden die Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Propidium-lodit
(PI) angefarbt. Pl interkaliert in die DNA und ist in der Durchflusszytometrie als
Fluoreszenzsignal messbar. Das Singal ist proportional zum zellularen DNA-Gehalt. Da
sich der DNA-Gehalt der Zelle innerhalb des Zellzyklus andert, kann durch das
Fluoreszenzsignal eine Einteilung in die einzelnen Phasen des Zellzyklus erfolgen
(Crowley, Chojnowski, et al., 2016).

Fur die Analyse wurden HBLAK, VM-CUB-1 und UM-UC-3 Zellen wie in Abschnitt 2.2.1.4
ausgesat. Nach 24 h Inkubation erfolgte die Behandlung mit verschiedenen
Kombinationsbehandlungen: Talazoparib und PLX, Talazoparib und Romidepsin und PLX
und Cisplatin. Fir die Behandlung wurden die ICso Konzentrationen aus Tabelle 24
zugrunde gelegt und alle Zelllinien mit dem 0,5-fachen 1Csp von VM-CUB-1 fir 72h
behandelt.
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Fur die Ernte der Zellen wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit Trypsin-EDTA
vom Plattenboden geldst und zusammen mit dem abgenommenen Medium fur 5 min bei
300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen mit 2 ml PBS
resuspendiert. Die 2 ml Zellsuspension wurde in 2 Reagenzglaser aufgeteilt und erneut fur
5 min bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. In dem einen Reagenzglas
erfolgte die Farbung fir die Zellzyklusanalyse, in dem anderen die Farbung fir die
Apoptose-Bestimmung (siehe Abschnitt 2.2.4.2).

Fur die Zellzyklusanalyse wurde das Zellpellet mit 500 pl Nicoletti-Puffer resuspendiert und
fur 30 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Die anschlieRende Messung erfolgte mit dem
MACSQuant® Analyser. Fur die Auswertung der Zellzyklusanalyse und der Apoptose-
Bestimmung wurde die MACSQuant® Software genutzt.

2.2.4.2 Apoptose-Bestimmung

Ziel dieser Messung ist eine Einteilung der Zellen in vier Zustande: Vital, fruh-apoptotisch,
spat-apoptotisch und nekrotisch. Die Apoptose-Bestimmung beruht auf der spezifischen
Bindung von Annexin V an Phosphatidylserin (PS), welches an der Innenseite der
Zellemembran vorkommt. Wahrend der friihen Apoptose kommt es zu einer Translokation
von PS an die AuRenseite der Membran. Hier kann es durch fluoreszenzmarkiertes Annexin
V nachgewiesen werden (Crowley, Marfell, et al., 2016). Erganzend erfolgte eine Farbung
mit Pl. Dieser farbt nur nekrotische und spat-apoptotische Zellen an, da in vitalen und frih-
apoptotischen Zellen die Integritat der Zellmembran ein Eindringen des Farbstoffes in die
Zelle verhindert (Crowley, Marfell, et al., 2016)

Die Behandlung und Ernte der Zellen fir die Analyse sind in Abschnitt 2.2.4.1 dargestellit.
Das aus dem dort beschriebenen Vorgehen entstandene Zellpellet wurde mit 200 pl
1xAnnexin-Binding Buffer resuspendiert, fiir 5 min bei 300 g zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das zurlickbleibende Zellpellet wurde mit 70 yl Mastermix zur Apoptose-
Bestimmung resuspendiert und fur 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Unmittelbar vor der
Messung mit dem MACSQuant® Analyser wurden der Zellsuspension weitere 500 pl
1xAnnexin Binding Buffer zugegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 BRD-4 Expression in unbehandelten UCCs
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Abb. 3: qPCR zur Bestimmung der BRD4 Expression in verschiedenen Zelllinien. Durchfiihrung
einer gPCR an 17 unbehandelten UCCs und den zwei Kontrollzelllinien TERT-NHUC und HBLAK.
Die Standardabweichung versteht sich als Populations-SD. n=3.

Bei der in Abbildung 3 dargestellten Expressionsanalyse von BRD4 in UCCs féllt eine sehr
heterogene Expression von BRD4 in den verschiedenen Zelllinien auf. Die beiden benignen
Kontrollzelllinien TERT-NHUC und HBLAK wiesen im Vergleich zu den UCCs eine mittlere
Expression von BRD4 auf. Fur diese Arbeit ausgewahlt wurden die UCCs, die als Modelle
fur das fortgeschrittene UC dienen: VM-CUB-1, mit einer héheren BRD4 Expression und
UM-UC-3 mit einem mittleren Expressionsniveau.

3.2 Erstellung eines molekularen Wirkprofils der epigenetischen Inhibitoren
PLX und Romidepsin mittels Transkriptom-Analyse

Um einen globalen Uberblick Gber die Expressionsveranderungen zu erhalten, die durch
die Behandlung mit den epigenetischen Inhibitoren PLX und Romidepsin ausgeldst werden,
wurde eine Transkriptomanalyse durchgefiihrt. Diese und die statistische Aufarbeitung der
Rohdaten wurde durch das BMFZ durchgeflihrt. Fir die vorliegende Arbeit standen daher
Listen mit statistisch signifikant differentiell exprimierten Genen nach Behandlung mit PLX,
Romidepsin und der Kombination aus beiden im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle zur
Verfugung. Fur die Einzelbehandlung wurden jeweils die ICs-Dosierungen verwendet. Fur
die Kombinationsbehandlung wurden tolerable, reduzierte Dosen verwendet. Da die
Zellinie UM-UC-3 einen hohen ICso-Wert fir PLX aufwies, wurde sie in der
Kombinationsbehandlung mit vergleichsweise niedrigen PLX-Dosierungen behandelt. Bei
der genaueren Auswertung in dieser Arbeit war vor allem die nicht kanonische Wirkung der
Behandlung und damit der Einfluss der auf bestimmte Signalwege z.B. der DNA-
Schadensantwort oder DNA-Reparatur relevant. Weitere Fragen waren, ob sich die
Wirkung der beiden Inhibitoren, die beide mit der Histonacetylierung interferieren,
unterscheidet und ob sich durch eine Kombination von beiden die Wirkung im Sinne einer
Synergie verstarkt. Zur Auswertung wurden in dieser Arbeit eine, vom Broad Institute

36



erstellte, Genlisten fir einzelne Signalwege mit den Ergebnissen der Sequenzierung
verglichen, um festzustellen, ob diese nach der Behandlung Veranderungen unterliegen
(https:/lwww.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb). Fur jeden Signalweg wurden die signifikanten
Expressionsveranderungen der beteiligten Gene dargestellt. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurden die verschiedenen Transkriptomanalysen nebeneinander in einer Abbildung
dargestellt.

3.2.1 Effekte der Behandlungen auf die DNA-Schadensantwort

Nach der Induktion von DNA-Schaden steuert die DNA-Schadensantwort sowohl deren
Erkennung als auch die Aktivierung und Rekrutierung von DNA-Reparaturproteinen. Eine
vom Broad Institute erstellte Liste von Genen zur DNA-Schadensantwort wurde daher mit
den Transkriptom-Ergebnissen verglichen und nach Behandlung differentiell exprimierte
Gene in Form einer Heatmap dargestellt. Bei den Vergleichen fiel auf, dass mehr Faktoren
vermindert exprimiert waren als induziert. In der Zelllinie VM-CUB1 waren mehr Faktoren
differentiell exprimiert, als in UM-UC-3. Einzelne Faktoren waren nahezu uber alle
Bedingungen hinweg in beiden Zelllinien gleichsam verandert, z.B. die Induktion von BCL6
und RAD17 oder die Reduktion von XRCC4. In VM-CUB-1 Zellen waren zahlreiche Gene
durch Romidepsin, PLX bzw. deren Kombination gleichsam verandert. Grundsatzlich hatte
die Kombination haufig ahnliche Effekte, wie eine der Mono-Behandlungen, jedoch keine
sonderlich verstarkenden Effekte im Sinne einer Synergie. Auffallig waren hier die
Reduktion der BRCA und weiterer Fanconi-Gene, Gene der RAD-Familie und der
Checkpointkinasen CHK71 und CHK2, die nach ATM und ATR an der Spitze der DNA-
Schadensantwort stehen.
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Abb. 4: Darstellung der Expressionsveranderungen der Zelllinien VM-CUB-1, UM-UC-3 und
HBLAK nach einer Behandlung mit Romidepsin, PLX bzw. der Kombination aus beiden.
Aufgetragen sind die Gene, die in die DNA-Schadensantwort involviert sind. Aufgetragen sind
die Gene, die Teil des Signalweges der Schadensantwort sind. Berechnete Fold change -Werte
wurden zur Erstellung der Heatmap verwendet, s. Legende zum Farbgradienten. Grine Markierung
stent fur Expressionsreduktion im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, rote Farbe flr
Expressionsinduktion. Bei gelben Kacheln lagen die Fold-Change Werte aullerhalb der Skala. V1:
VM-CUB-1, U3: UM-UC-3, H: HBLAK; PLX: PLX51107-Behandlung, R: Romidepsin-Behandlung,
P+R: Kombinationsbehandlung aus PLX und Romidepsin.

Vergleicht man die Effekte zwischen Romidepsin und PLX-Mono-Behandlung fallt bei VM-
CUB-1 Zellen auf, dass Romidepsin andere Faktoren der ERCC-Familie als PLX induziert.
Im Gegensatz wirkt nur Romidepsin vermindernd auf HMGB1/2, die als Marker fir
immunogenen Zelltod gelten. Verschiedene Komponenten der RAD-Familie werden nur
durch PLX reduziert. Bei HBLAK Zellen waren die Genexpressionsveranderungen vielfach
vergleichbar mit VM-CUB-1 Zellen.

3.2.2 Effekte der Behandlungen auf die DNA-Reparaturmechanismen

Im Folgendem ist in Abbildung 5 der Einfluss der Behandlungen auf die einzelnen DNA-

Reparaturmechanismen zur Reparatur von DNA-Einzel- und Doppelstrangbrichen

dargestellt.

Auch bei der Analyse verschiedener DNA-Reparatursignalwege zeigten sich bei der VM-

CUB-1 Zelllinie mehr differentiell exprimierte Gene als bei UM-UC-3 Zellen. Ergebnisse der

benignen HBLAK-Zellen dhnelten den VM-CUB-1 Ergebnissen bei NER und HRR. Bei
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NHEJ, BER und vor allem MMR waren die induzierten Expressionsveranderungen deutlich
unterschiedlich bis gegensatzlich. Mehrheitlich Gber alle Zelllinien und Bedingungen hinweg
wurden eher mehr Gene reduziert als induziert. Die meisten Induktionen waren bei NER
und NHEJ auffallig, insbesondere DNA-Polymerasen waren betroffen. Polymerasen
gehorten jedoch auch zu den Faktoren, die durch Romidepsin anders verandert wurden als
durch PLX. Der MMR-Weg war der einzige bei dem PLX und Romidepsin meist
vergleichbare Effekte hatten. Bei der homologen Rekombinationsreparatur (HRR), die
wesentlich zur Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen dient, waren auffallig viele
Faktoren herunterreguliert. Auffallig hierbei war, dass die HRR-Faktoren vielfach in beiden
UC-Zelllinien dereguliert vorlagen, bei anderen Reparaturwegen war durch die Inhibitoren
mehr Veranderungen in VM-CUB-1 Zellen induziert. Die inhibitorischen Effekte auf den
HRR-Weg fielen starker fur PLX und die Kombination als fur Romidepsin auf. Dies konnte
entsprechend die Reparaturkapazitat negativ beeintrachtigen. Beim NHEJ-Signalweg, der
in solchen Fallen eine alternative DNA-Reparaturmoglichkeit darstellt, waren insgesamt
wenig Gene differentiell exprimiert.
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Abb. 5: Darstellung der Expressionsveranderungen der Zelllinien VM-CUB-1, UM-UC-3 und
HBLAK nach einer Behandlung mit Romidepsin, PLX bzw. der Kombination aus beiden.
Aufgetragen sind die Gene, die in die DNA- Reparatur involviert sind. Aufgetragen sind die
Gene, die Teil des Signalweges der Schadensantwort sind. Berechnete Fold change -Werte wurden
zur Erstellung der Heatmap verwendet, s. Legende zum Farbgradienten. Griine Markierung steht flr
Expressionsreduktion im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, rote Farbe fiir Expressionsinduktion. Bei
gelben Kacheln lagen die Fold-Change Werte aul3erhalb der Skala. V1: VM-CUB-1, U3: UM-UC-3,
H: HBLAK; PLX: PLX51107-Behandlung, R: Romidepsin-Behandlung, P+R:
Kombinationsbehandlung aus PLX und Romidepsin.
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3.2.3 Effekte der Behandlung auf die BRCAness

Da die bisherigen Auswertungen auf eine Defizienz der homologen
Rekombinationsreparatur hindeuteten, wurden weitere Vergleiche angestellt. Ein Phanotyp
mit einer defizienten HRR wird haufig auch als BRCAness bezeichnet. Bei Tumorarten wie
dem Mamma- oder Ovarialkarzinom wird die BRCAness wesentlich durch genetische
Veranderungen in BRCA- oder anderen HRR-Genen verursacht. In der vorliegenden Arbeit
wurde eine BRCAness Genliste mit den Transkriptom-Ergebnissen verglichen, um
festzustellen ob die epigenetischen Inhibitoren durch Herabregulation von Genen klnstlich
eine BRCAness, unabhangig vom genomischen Hintergrund, induzieren kénnten. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 6 dargestellt.

Auffallig hierbei war, dass die assoziierten Gene starker in beiden untersuchten UC-
Zelllinien von differentieller Expression, speziell Reduktion, betroffen waren als in anderen
Genlisten, bei denen vor allem bei VM-CUB-1 Zellen Veranderungen auffallig waren. Dies
konnte auf eine Ubergeordnete Relevanz fir die molekulare Wirkung der Inhibitoren
hinweisen. Die Induktion von BRCAness kdnnte also ein robuster Zelllinien-tibergreifender
Wirkmechanismus der Inhibitoren sein. Diese Vermutung bestatigt sich zudem durch die
Befunde flr die benigne HBLAK -Zelllinie, in der weniger Gene vermindert exprimiert waren.
Dies trifft z.B. besonders auf Komponenten der RAD-Familie zu. Das Ergebnis fir die
Kombinationsbehandlung war erneut gemischt, teilweise hatte sie dieselben Effekte wie die
Behandlung mit Romidepsin bzw. PLX. Es finden sich auch Gene, die unter allen drei
Bedingungen gleichsam verandert waren, z.B. die Reduktion von CHK1, AURKB, Cyclinen,
BRCA1, POLQ, CENPA und PLKA4.
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Abb.6: Darstellung der Expressionsverianderungen der Zelllinien VM-CUB-1, UM-UC-3 und
HBLAK nach einer Behandlung mit Romidepsin, PLX bzw. der Kombination aus beiden.
Aufgetragen sind die Gene, die in der Ausbildung von BRCAness involviert sind. Berechnete
Fold change -Werte wurden zur Erstellung der Heatmap verwendet, s. Legende zum Farbgradienten.
Grune Markierung steht fir Expressionsreduktion im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, rote Farbe fiir
Expressionsinduktion. Bei gelben Kacheln lagen die Fold-Change Werte aullerhalb der Skala. V1:
VM-CUB-1, U3: UM-UC-3, H: HBLAK; PLX: PLX51107-Behandlung, R: Romidepsin-Behandlung,
P+R: Kombinationsbehandlung aus PLX und Romidepsin.
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Abb.7: Darstellung der Expressionsveranderungen der Zelllinie HBLAK nach einer
Behandlung mit PLX bzw. der Kombination aus PLX und Romidepsin. Aufgetragen sind die
Gene, die in der Ausbildung von BRCAness involviert sind. 1Aufgetragen sind die Gene, die
Teil des Signalweges der BRCAness sind. Berechnete Fold change -Werte wurden zur Erstellung
der Heatmap verwendet, s. Legende zum Farbgradienten. Grine Markierung steht fir
Expressionsreduktion im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, rote Farbe fir Expressionsinduktion. Bei
gelben Kacheln lagen die Fold-Change Werte aufRerhalb der Skala. V1: VM-CUB-1, U3: UM-UC-3,
H: HBLAK; PLX: PLX51107-Behandlung, R: Romidepsin-Behandlung, P+R:
Kombinationsbehandlung aus PLX und Romidepsin.
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3.2.4 Effekte der Behandlung auf die Apoptoseregulation

Auswirkungen der epigenetischen Inhibitoren auf die Apoptoserregulation wurde analog
untersucht und in Abbildung 8 dargestellt. In einigen Genen des Signalweges kam es zu
einer deutlichen Verminderung der Expression in beiden Zelllinien. Am starksten war diese
Verminderung in beiden Zelllinien bei FAS, BCL2, BID, AKT-Kinasen-Expression. C-FLIP
(CFLAR) war nur in UM-UC-3 Zellen vermindert. Bei den Genen PRKAR2B und IL1RAP
kam es dagegen, vor allem in UM-UC-3, zu einer starken Induktion. In VM-CUB-1 wurden
TNFRSF10B, PIK3R3 und CHP1 am starksten induziert. CASP9 wurde bei fast allen
Bedingungen induziert.

Apoptose

AIFM1 10

RIPK1

TNF
TNFRSF10A
TNFRSF10B
TNFRSF10C
TNFRSF10D
TNFRSF1A
TNFSF10
TP53
TRADD
TRAF2 10

xa
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HBLAK

Abb.8: Darstellung der Expressionsverdanderungen der Zelllinien VM-CUB-1 und UM-UC-3
nach einer Behandlung Romidepsin, PLX bzw. der Kombination aus beiden. Aufgetragen sind
die Gene, die Teil der Apoptoseregulation sind. Berechnete Fold change -Werte wurden zur
Erstellung der Heatmap verwendet, s. Legende zum Farbgradienten. Griine Markierung steht fir
Expressionsreduktion im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, rote Farbe fiir Expressionsinduktion. Bei
gelben Kacheln lagen die Fold-Change Werte auf3erhalb der Skala. V1: VM-CUB-1, U3: UM-UC-3,
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H: HBLAK; PLX: PLX51107-Behandlung, R: Romidepsin-Behandlung, P+R:
Kombinationsbehandlung aus PLX und Romidepsin.

Es wurden also sowohl anti- wie auch pro-apoptotische Faktoren und Uberlebensfaktoren
wie AKT-Kinasen durch die Behandlung in UC-Zelllinien reduziert. In benignen HBLAK
Zellen waren einige dieser Gene nicht differentiell exprimiert. Die Tumorzellen unterliegen
also starkeren Veranderungen der Apotoseregulation im Vergleich zu benignen HBLAK.

3.3 Validierung der RNAseq Ergebnisse mittels RT-qPCR

Zur Validierung der Transkriptom-Ergebnisse wurden RT-gPCRs mit den Proben
durchgefuhrt. Um die Expression der behandelten Proben mit der Losungsmittelkontrolle
zu vergleichen, wurde anschlielend der logarithmierte Fold Change der Genexpression
berechnet, der die beiden in Relation setzt. Ein logarithmierter Fold Change von > 0,58 wird
als biologisch relevant gewertet.

3.3.1 Untersuchung der DNA-Schadensantwort mittels qPCR

Abbildung 9 zeigt den Einfluss, den die Behandlungen auf die Schlisselgene der DNA-
Schadensantwort haben. PLX bewirkte die starkste Verminderung der Expression von ATM
in den UM-UC-3. Bei VM-CUB-1 hingegen hat die Expressionsveranderung mit einem Fold
Change von 0,5 eine fragliche biologische Relevanz. Im Kontrast dazu stieg die Expression
von ATM in der Kontrollzelllinie HBLAK. Hier zeigt sich, dass in benignen Zellen die
Schadensantwort offensichtlich starker funktional ist als in den Tumorzelllinien. Gering
waren hingegen die Expressionsveranderungen nach der Romidepsin- und
Kombinationsbehandlung. Nach Behandlung mit Romidepsin zeigte sich ein leichter Trend
zur Induktion von ATM in allen Zelllinien.

Auch die Expression von ATR wurde durch PLX in UM-UC-3 starker runterreguliert als in
VM-CUB-1. Die Wirkung der Behandlung auf die Expression von ATR war insgesamt sehr
heterogen mit einer deutlichen Verminderung der Expression in UM-UC-3 durch die PLX-
und Kombinationsbehandlung und einem Trend zur Expressionssteigerung durch
Romidepsinbehandlung bzw. durch PLX-Behandlung in den HBLAK-Zellen.

Eine sehr heterogene Reaktion auf die Behandlung zeigten die einzelnen Zelllinien auch in
Hinblick auf die CHK1 und CHK2-Expression. In VM-CUB-1 flihrte die Behandlungen mit
PLX dazu, dass die sich Expression von CHK1 und CHKZ2 um den dreifachen Fold Change
verringerte. Auch die Kombinationsbehandlung hatte eine Abnahme der Expression zu
Folge. In UM-UC-3 fihrte die PLX-Behandlung zu einer Verdopplung der CHK1-
Expression, wahrend die CHK2-Expression sich durch die Behandlung halbierte. HBLAK
zeigte ein sehr heterogenes Ansprechen auf die Behandlungen mir nur geringen
Expressionsveranderungen.

Die Veranderung der GADD45A und GADD45B-Expression zeigt sich am deutlichsten in
VM-CUB-1 nach PLX-Behandlung, wahrend bei UM-UC-3 geringere
Expressionsveranderung zu beobachten war. In HBLAK zeigte sich durch die
Kombinationsbehandlung eine deutliche Induktion von GADD45B.
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Abb.9: Darstellung der Expressionsveranderung, der in der DNA-Schadensantwort
relevanten Gene: ATM, ATR, CHK1, CHK2, GADD45A und GADD45B nach
Inhibitorbehandlung in den Zelllinien VM-CUB1, UM-UC-3 und HBLAK. Die Expression wurde
mittels gPCR bestimmt, als Referenzgen wurde TBP verwendet. Die Expressionsveranderung wird
relativ zu der dazugehdrigen DMSO-Kontrolle als Log2 Fold Change angegeben. Das
Expressionsniveau der DMSO-Kontrolle entspricht daher 0. Signifikante p-Werte sind als *
angegeben. Wobei *** einem p-Wert von < 0,001, ** einem p-Wert von < 0,01 und * einem p-Wert
von <0,05 entspricht. Das Signifikanzniveau wird fur die jeweilige Probe im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle angegeben. Die Standardabweichung versteht sich als Populations-SD. n=3.

3.3.2 Untersuchung der DNA-Reparatur mittels gPCR

Abbildung 10 zeigt die, durch die Behandlungen mit den Inhibitoren induzierten
Veranderungen in der Expression von Genen, die eine wichtige Rolle in der Reparatur von
DNA-Schaden spielen. Die dargestellten Gene sind Faktoren in den einzelnen DNA-
Reparaturwegen, die bereits in der Einleitung erldutert wurden. Zudem hatten sich
beispielsweise fur BRCA1 und 2 bereits Expressionsveranderungen in den Transkriptom-
Ergebnissen gezeigt, sodass diese nochmals validiert werden sollten. Der Einfluss der
epigenetischen Inhibitoren auf PARP1 und 2 ist zudem in Hinblick auf eine mdgliche
Kombination der epigenetischen Inhibitoren mit einem PARPI relevant.
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Wie schon in der Transkriptomanalyse, konnte auch in der gPCR eine
Expressionsveranderung von BRCA1 und 2 nachgewiesen werden. Durch Behandlung mit
PLX kam es zu einer verminderten BRCA1-Expression in den UCCs und in HBLAK. Am
starksten ausgepragt war der Effekt bei VM-CUB-1, hier wurde die Expression um den 3-
fache Fold Change reduziert. Bei UM-UC-3 und HBLAK waren die
Expressionsveranderungen deutlich geringer und zeigen bei Fold Change Werten von -0,5
und -0,6 hoéchstens einen Trend an. Weniger Einfluss hatte die PLX-Behandlung auf die
BRCAZ2-Expression, hier zeigten sich nur eine geringe Verminderung der Expression. Die
starkste Verminderung der Expression konnte hier durch die Kombination von PLX und
Romidepsin erzielt werden. Eine Behandlung mit Romidepsin erzeugte eine geringe
Expressionssteigerung von BRCA1 in allen Zelllinien.

Die Expression der Gene RAD17, RAD50, NBN und NHEJ wurde durch alle Behandlungen
in den Zelllinien in verschiedenem Male induziert bzw. blieb konstant. Die einzige
Ausnahme stellte hier die RADS50-Expression in UM-UC-3 nach Behandlung mit PLX dar,
diese halbierte sich.

Durch die Behandlung mit PLX und der Kombination vermindert wurden dagegen die
Expression der Gene FANCD2, PARP1, PARP2 und ERCC1 in allen Zelllinien. Wahrend
die Behandlung mit Romidepsin zu einer Induktion der Genexpression flihrte. Bei
zahlreichen Genen wurden innerhalb derselben Zelllinie oftmals gegenlaufige Effekte
zwischen PLX und Romidepsin beobachtet. PLX flihrte haufiger zu Reduktionen.

Die Expression von RADS51 zeigte in Folge der Behandlungen eine heterogene
Veranderung. In VM-CUB-1 halbierte sich, durch die Behandlung mit PLX, die
Genexpression. Verstarkt wurde dieser Effekt durch die Kombination mit Romidepsin. Hier
sank die Genexpression um den dreifach Fold Change. Wohingegen die Expression in UM-
UC-3 auch nach der Behandlung mit PLX und der Kombinationsbehandlung konstant blieb.
In HBLAK kam es durch die Einzelbehandlungen mit PLX oder Romidepsin zu einer
geringgradigen Induktion. Die Kombinationsbehandlung hatte dagegen eine Verminderung
der Expression zur Folge.
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Abb. 10: Darstellung der Expressionsveranderung, der in der Reparatur von DNA-Schiden
relevanten Gene: BRCA1, BRCA2, RAD51, RAD17, RAD50, NBN, FANCD2, NHEJ, PARP1,
PARP2, ERCC1 und MRE11 in den Zelllinien VM-CUB1, UM-UC-3 und HBLAK nach
Inhibitorbehandlung. Die Expression wurde mittels gPCR bestimmt, als Referenzgen wurde TBP
verwendet. Die Expressionsveranderung wird relativ zu der dazugehérigen DMSO-Kontrolle als
Log2 Fold Change angegeben. Das Expressionsniveau der DMSO-Kontrolle entspricht daher 0. .
Signifikante p-Werte sind als * angegeben. Wobei *** einem p-Wert von < 0,001, ** einem p-Wert
von < 0,01 und * einem p-Wert von <0,05 entspricht. Das Signifikanzniveau wird fur die jeweilige
Probe im Vergleich zur DMSO-Kontrolle angegeben. Die Standardabweichung versteht sich als
Populations-SD. n=3.

3.3.3 Untersuchung der Apoptoseregulation mittels gPCR

Abbildung 11 zeigt die Veranderung der Expression von Genen der Apoptoseregulation. Im
Falle der MCL1-Expression waren die Veranderung der UC-Zelllinien und der
Kontrollzellline gegensatzlich. Die PLX-Behandlung fuhrte in den UCCs zu einer leichten
Verminderung, wahrend es bei HBLAK zu einer Induktion der Expression bewirkte.
Romidepsin und die Kombinationsbehandlung fiihrten in den UCCs zu einer Induktion mit
Fold Change Werten von 0,7-1, bei HBLAK zu einer geringen Verminderung der
Genexpression. Die FAS-Expression der UCCs wurde durch die PLX-Behandlung stark
vermindert, dieser Effekt verstarkte sich noch durch die Kombinationsbehandlung. Im Falle
der CASP9 flhret die PLX-Behandlung bei UM-UC-3 und HBLAK zu einem Anstieg der
Expression, bei VM-CUB-1 zu einer Abnahme. Die Romidepsin und die
Kombinationsbehandlung zeigten nur leichte, fraglich relevante Expressionsanderungen.
Auch bei Apoptose-assoziierten Gene zeigten sich Unterschiede in der Wirkung von PLX
und Romidepsin.
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Abb. 11: Darstellung der Expressionsverdnderung, der in der Regulation von Apoptose,
relevanten Gene: MCL1, FAS und CASP9 in den Zelllinien VM-CUB1, UM-UC-3 und HBLAK
nach Inhibitorbehandlung. Die Expression wurde mittels qPCR bestimmt, als Referenzgen wurde
TBP verwendet. Die Expressionsveranderung wird relativ zu der dazugehérigen DMSO-Kontrolle
als Log2 Fold Change angegeben. Das Expressionsniveau der DMSO-Kontrolle entspricht daher 0.
Signifikante p-Werte sind als * angegeben. Wobei *** einem p-Wert von < 0,001, ** einem p-Wert
von < 0,01 und * einem p-Wert von <0,05 entspricht._Die Standardabweichung versteht sich als
Populations-SD. n=3.

3.3.4 Untersuchung der Zellzyklusregulation mittels qPCR

Abbildung 12 =zeigt zum einen die Verdnderung in der Expression von den
Zellzyklusregulatoren CCNB1, CCNB2, AURKA und AURKB. CCNB1 und CCNB2 zeigten
nach Inhibitorbehandlung mit PLX und der Kombinationsbehandlung eine Herabregulation
der Expression in VM-CUB-1 und HBLAK, wéahrend sich die Expression in UM-UC-3 nur
leicht vermindert wurde. Die Aurorakinase A (AURKA) und die Aurorakinase B (AURKB)
waren durch die PLX-Behandlung vor allem in VM-CUB-1 stark herabreguliert. In den
Zelllinien UM-UC-3 und HBLAK zeigte sich dagegen keine Expressionsveranderung durch
die Behandlung. Die Kombinationsbehandlung zeigte haufig ahnliche Effekte wie die PLX-
Behandlung.

Nicht unmittelbar an der Zellzyklusregulation beteiligt sind HEXIM1 und cMYC. HEXIM1
und cMYC gelten als Marker fur das Ansprechen auf die Behandlung mit BETi In allen
Zelllinien wurde eine starke Expressionssteigung von HEXIM1, durch PLX-Behandlung,
induziert. Bei der Kombinationsbehandlung zeigte sich ein vergleichbarer Effekt in den
UCCs, in HBLAK kam es zu einer deutlich geringeren Expressionssteigerung. Nach
Romidepsinbehandlung zeigte sich, erwartungsgemal, nur eine geringe Geninduktion in
allen Zelllinien. Bei cMYC zeigte sich ein heterogenes Ansprechen auf die PLX und
Kombinationsbehandlung. Eine Induktion von cMYC liel3 sich nach PLX-Behandlung in VM-
CUB-1 nachweisen, wahrend die anderen Zelllinien kaum Expressionsanderungen zeigten.
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Die Kombinationsbehandlung flihrte zu einer Verringerung der Expression in VM-CUB-1
und zu einer Expressionssteigerung in UM-UC-3.
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Abb.12: Darstellung der Expressionsverdnderung, der in der Regulation des Zellzyklus
relevanten Gene, sowie weitere, potenziell durch epigenetische Inhibitoren veranderte,
Marker: CCNB1, CCNB2, AURKA, AURKB, HEXIM und cMYC in den Zelllinien VM-CUB1, UM-
UC-3 und HBLAK nach Inhibitorbehandlung. Die Expression wurde mittels gPCR bestimmt, als
Referenzgen wurde TBP verwendet. Die Expressionsveranderung wird relativ zu der dazugehdrigen
DMSO-Kontrolle als Log2 Fold Change angegeben. Das Expressionsniveau der DMSO-Kontrolle
entspricht daher 0. Signifikante p-Werte sind als * angegeben. Wobei *** einem p-Wert von < 0,001,
** einem p-Wert von < 0,01 und * einem p-Wert von <0,05 entspricht. Das Signifikanzniveau wird fur
die jeweilige Probe im Vergleich zur DMSO-Kontrolle angegeben. Die Standardabweichung versteht

sich als Populations-SD. n=3.

3.3.5 Auswirkung der Inhibitorbehandlung auf das Proteinniveau

Die Effekte der Inhibitorbehandlung auf das Niveau ausgewahlter Proteine wurde zusétzlich
mittels Western Blot untersucht, die Ergebnisse sind in Abbildung 13 dargestellt. Ein
deutlich verandertes Proteinniveau konnte bei RAD51 festgestellt werden, hier kam es nach
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PLX-Behandlung zu einer deutlichen Abnahme der Proteinabundanz in den UCCs im
Vergleich zur DMSO-Probe. Nach der Behandlung mit Romidepsin kam es ebenfalls zu
einer Verminderung, diese war allerdings, verglichen mit der PLX-Behandlung, geringer
ausgepragt. Da bei den HBLAK-Zellen in der DMSO-Probe kein RAD51 nachweisbar war,
kann hier keine Aussage Uber eine eventuelle Abnahme durch die Behandlung getroffen
werden.

Das phosphorylierte Histon H2Ax (yH2Axphos) kann auf das Vorliegen von DNA-
Doppelstrangbriichen  hinweisen und war in allen Zellinien nach beiden
Inhibitorbehandlungen leicht erhdht. Besonders deutlich war die Erhdhung im Fall von UM-
UC-3 nach Behandlung mit PLX. Fir eine weitere Abklarung des Schadensniveaus
mussten immuncytochemische Farbungen durchgeflihrt werden.

Schwach detektierbar war Cyclin B1, ein Protein der Zellzykluskontrolle, in allen Zelllinien.
In den UCCs =zeigte sich durch die Inhibitorbehandlung keine Veranderung des
Proteinlevels. In HBLAK war Cyclin B1 starker abundant als in den UCCs, aber auch hier
kam es durch die Inhibitorbehandlung nicht zu einer Erhdhung des Proteinlevels.

Cleaved PARP, als Apoptosemarker, war in den UCCs vor allem nach der Behandlung mit
PLX erhoht. In HBLAK dagegen zeigte sich keine Erhéhung durch die Behandlung mit den
Inhibitoren.
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Abb. 13: Western Blot zur Bestimmung der Cleaved PARP, Total PARP, RAD51, yH2AX und
Cyclin B1 Expression nach Behandlung mit Romidepsin und PLX in den Zelllinien VM-CUB-
1, UM-UC-3 und HBLAK. Die Zellen wurden mit der jeweiligen ICso Konzentration der Zelllinie
behandelt. Als Lésungsmittelkontrolle wurde DMSO eingesetzt. Fir die Ladungskontrolle wurde Beta
Aktin bestimmt.

3.4 Einfluss von Kombinationsbehandlung auf die Viabilitat der Zelllinien

Die oben gezeigten Untersuchungen der molekularen Effekte beider epigenetischer
Inhibitoren hatte ergeben, dass beide Substanzen teilweise ahnlich, oft aber auch
unterschiedliche Effekte auf das Transkriptom von UC-Zellen haben. Die Kombination hatte
mafigen zusatzlichen Effekt. Mit Hinblick auf die DNA-Reparatur zeigte sich, dass vor allem
die homologe Rekombination Ubereinstimmend beeintrachtigt war und ein BRCAness
ahnlicher Phanotyp induziert wurde. Aus der Literatur ist bekannt, dass Zellen mit solchen
Phanotypen empfindlicher auf DNA-schadigende Substanzen reagieren kénnen. Daher
stellte sich die Frage, ob eine kombinierte Behandlung mit Cisplatin- einer
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Hauptkomponente des Chemotherapieregimes fir das muskel-invasive UC- synergistische
Effekte erzielen kann. Zellen mit BRCAness Phanotyp reagieren auch haufig empfindlicher
auf Inhibition der DNA-Reparatur, z.B. auf einen PARP-Inhibitor. Daher sollten auch solche
Kombinationen zu ihrer Wirkung auf die Viabilitdt von UC-Zellen untersucht werden. Im
Folgenden sind die Ergebnisse der Simultanbehandlung, also der gleichzeitigen Gabe aller
Substanzen fiir 72h dargestellt. In der Literatur gab es fur BET-Inhibitoren auch Hinweise
darauf, dass eine sequentielle Behandlung- z.B. im Sinne eines epigenetischen Primings-
effektiver sein konnte. Fir die Kombination aus einem dualen epigenetischen mit
Gemcitabin wurde dies bei Zellen eines Adenomkarzinom des Pankreas berichtet (Zhang
et al., 2020). Daher wurden auch einzelne Kombinationen sequenziell getestet, stellten sich
aber nicht als vorteilhaft heraus und sind am Ende des Ergebnisteils gezeigt (s. Abb. 30-
34).

Die Effekte verschiedener Kombinationsbehandlungen wurden mittels MTT-Viabilitatstest
nach einer 72 h Behandlung der Zellen bestimmt. Aus den Daten wurde neben der
Dosiswirkungs-Kurve zudem mittels Chou-Talalay Analyse ein combination index ermittelt,
der hier mittels combination index plot dargestellt wird und Aussagen Uber die Synergie
einer Wirkstoffkombination ermdglicht.

3.4.1 Wirkung der Behandlung mit PLX und Romidepsin auf die Zellviabilitat

Zunachst sollte die Wirkung der Kombination aus Romidepsin und PLX untersucht werden,
die auch auf molekulare Effekte mittels RNAseq untersucht worden war.

Bei der in Abbildung 14 dargestellten Kombination von PLX und Romidepsin lasst sich, vor
allem in den UCCs, eine sehr effektive Abtdétung der Zellen beobachten. Die Zellen wurden
hierbei mit festen Verhaltnissen eines Vielfachen der Zelllinien-spezifischen 1Cso-Dosis
behandelt, z.B. 0,5x ICsy Romi+ 0,5x ICso PLX. Im Falle von VM-CUB-1 wurden bei der
Kombinationsbehandlung, ab einer Wirkstoffkonzentration, die der Halfte des 1Cso-Wertes
entspricht, alle Zellen abgetotet. Bei UM-UC-3 war das bei einer Wirkstoffkonzentration, die
dem ICso entspricht der Fall. Allerdings wirkte die Kombination auch sehr effektiv auf die
Kontrollzelllinie HBLAK, da diese empfindlich auf den BET-Inhibitor PLX reagieren. Eine
starker synergistische Wirkung einer Kombination in einem niedrigeren Dosisbereich als 1x
ICso ware also winschenswert, damit die Dosierung von PLX zugunsten der benignen
HBLAK-Zellen reduziert werden kann.
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Abb.14: Bestimmung der Zellviabilitédt (links) und des combination index plot (rechts) der
Zelllinien VM-CUB-1, UM-UC-3 und HBLAK nach simultaner Kombinationsbehandlung PLX
und Romidepsin fir 72h. Die Berechnung der relativen Zellviabilitat erfolgte im Verhaltins zur
DMSO- Lésungsmittelkontrolle. Fa: fraction affected, ICso: mittlere inhibitorische Konzentration, Cl:
combination index. Ein Cl<1 spricht fur eine synergistische Wirkung, ein CI>1 fir eine
antagonistische. Die Standardabweichung versteht sich als Populations-SD. n=4.

3.4.2 Wirkung der Behandlung mit TW09 und Cisplatin auf die Zellviabilitat.

Zunachst sollte getestete werden, ob ein dualer BET- HDAC-Inhibitor synergistisch mit
Cisplatin wirkt. Mit TWO09 war dies ohne technische Triple-Behandlung mdglich, da es sich
bei TW09 um einen Dual-Inhibitor aus JQ1 und dem Klasse | HDAC-Inhibitor Entinostat
handelt. Die in Abbildung 15 dargestellte Kombination aus TWO09 und Cisplatin zeigte in
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beiden UCCs eine synergistische Wirkung in hohen Konzentrationen und eine
antagonistische Wirkung im Bereich von niedrigeren Konzentrationen. Durch eine
Kombination der Wirkstoffe konnte, vor allem bei hohen Konzentrationen, eine verbesserte
Totung der UCCs erreicht werden. Anders verhielt es sich bei den HBLAKS, hier zeigte sich
eine antagonistische Wirkung in allen Konzentrationsstufen und ein geringeres Absterben
der Zellen durch die Kombinationsbehandlung als durch Cisplatin alleine. Im combination
index plot sind nicht alle Konzentrationen dargestellt, da einige Cls grofer waren als 2 und
somit nicht mehr auf dem Graphen dargestellt werden. Diese Kombination hatte also
gunstige Effekte und sollte in zuklnftigen Arbeiten weiter im Detail untersucht werden. Da
in der vorliegenden Arbeit ein Fokus auf den Substanzen PLX und Romidepsin lag, wurden
im Folgenden deren Kombinationen weiter untersucht.
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Abb.15: Bestimmungder Zellviabilitat (links) und des combination index plot (rechts) der
Zelllinien VM-CUB-1, UM-UC-3 und HBLAK nach simultaner Kombinationsbehandlung TW09
und Cisplatin fiir 72 h. Die Berechnung der relativen Zellviabilitat erfolgte im Verhaltins zur DMSO-
Lésungsmittelkontrolle. Fa: fraction affected, 1Cso: mittlere inhibitorische Konzentration, CI:
combination index. Ein Cl<1 spricht fur eine synergistische Wirkung, ein CI>1 fir eine
antagonistische. Die Standardabweichung versteht sich als Populations-SD. n=4.

3.4.3 Wirkung der Behandlung mit Cisplatin und PLX auf die Zell Viabilitat

Da der Fokus dieser Arbeit auf der Kombination von PLX mit einem potenziell synergistisch
wirkenden Wirkstoff untersucht werden sollte, wurde zunachst PLX mit Cisplatin als DNA-
schadigende Substanz untersucht.
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Abb.16: Bestimmung der Zellviabilitédt (links) und des combination index plot (rechts) der
Zelllinien VM-CUB-1, UM-UC-3 und HBLAK nach simultaner Kombinationsbehandlung PLX
und Cisplatin fiir 72h. Die Berechnung der relativen Zellviabilitat erfolgte im Verhaltins zur DMSO-
Lésungsmittelkontrolle. Fa: fraction affected, 1Cso: mittlere inhibitorische Konzentration, CI:
combination index. Ein Cl<1 spricht fur eine synergistische Wirkung, ein CI>1 fir eine
antagonistische. Die Standardabweichung versteht sich als Populations-SD. n=4.

Die, in Abbildung 16 dargestellte Kombination aus PLX und Cisplatin, zeigte sich in den
UCCs bei allen Dosispunkten hoch synergistisch. Vor allem in den UM-UC-3 Zellen erwies
sich die Kombination, im Vergleich zu den Einzelbehandlungen, als sehr effektiv. Etwas
geringer war der Effekt bei den VM-CUB-1 Zellen, da hier die alleinige PLX-Behandlung
schon sehr effektiv war. Gegensatzlich war der Effekt in der Kontrollzelllinie HBLAK, hier
war die Kombinationsbehandlung am wenigsten toxisch und zeigte in allen Konzentrationen
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eine antagonistische Wirkung mit einem Cl >2, so dass keine Messpunkte im Diagramm
dargestellt werden konnte. Diese Kombination kdénnte also eine sinnvolle
Kombinationsbehandlung fir das UC sein und sollte zukunftig weiter untersucht werden.

3.4.4 Wirkung der Behandlung mit Romidepsin und Cisplatin auf die
Zellviabilitat

Analog wurde die Kombination aus Romidepsin und Cisplatin untersucht. Wie in Abbildung
17 dargestellt, zeigten sich geringere synergistische Effekte als bei der
Kombinationsbehandlung mit PLX und Cisplatin. Auch wenn es bei Konzentrationen ab
dem 0,75-fachen des ICso zu einer effektiven Abtdétung der Zellen kam, sind die
synergistische Effekte hier schwacher und zeigten sich hier vor allem in hdheren
Konzentrationen bei VM-CUB-1 und teilweise auch bei HBLAK. UM-UC-3 wies nur
schwache synergistische Reaktionen auf die Behandlung auf, im Falle der geringeren
Konzentrationen waren sogar antagonistische Effekte nachweisbar. Somit war die
Kombination mit dem HDAC-Inhibitor weniger erfolgsversprechend als die mit dem BET-
Inhibitor.
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Abb.17: Bestimmung der Zellviabilitédt (links) und des combination index plot (rechts) der
Zelllinien VM-CUB-1, UM-UC-3 und HBLAK nach simultaner Kombinationsbehandlung
Romidepsin und Cisplatin fiir 72h. Die Berechnung der relativen Zellviabilitat erfolgte im Verhaltins
zur DMSO- Lésungsmittelkontrolle. Fa: fraction affected, 1Cso: mittlere inhibitorische Konzentration,
Cl: combination index. Ein Cl<1 spricht fir eine synergistische Wirkung, ein CI>1 fir eine
antagonistische. Die Standardabweichung versteht sich als Populations-SD. n=4.

3.4.5 Wirkung der Behandlung mit PLX und dem PARP-Inhibitor Talazoparib
auf die Zellviabilitat

Als weiterer Ansatz fur eine Kombinationsbehandlung wurde die durch PLX induzierte
BRCAnNess herausgearbeitet. Um diese flr einen synergistischen Effekt zu nutzen, wurde
PLX mit dem PARP-Inhibitor Talazoparib kombiniert.
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Wie in Abbildung 18 dargestellt, wirkte die Kombination aus PLX und Talazoparib in allen
untersuchten Zelllinien synergistisch, insbesondere in UM-UC-3. Bei VM-CUB-1 war die
antagonistische Wirkung schwacher aber ebenfalls nachweisbar, in dieser Zelllinie war die
alleinige Wirkung von PLX bereits starker. Auffallig war zudem, dass eine Einzelbehandlung
mit Talazoparib in beiden Zelllinien der UCCs, aulRer in hoher Konzentration, nur einen
geringen Effekt auf das Uberleben der Zellen hatte. Anders verhielt es sich mit den HBLAK
Zellen, hier verminderte die Einzelbehandlung Talazoparib die Viabilitat der Zellen bereits
deutlich. Auch hier wies die Kombinationsbehandlung einen synergistischen Effekt in allen
Konzentrationsstufen auf. Diese Kombination ist also sehr effektiv fir die Reduktion der
Zellviabilitat, musste aber genauer zu moglichen Dosisreduktionen untersucht werden, um
benigne HBLAK Zellen weniger zu schadigen. Auch die Wirkung nicht fixer Verhaltnisse
des ICs sollte untersucht werden.
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Abb.18: Bestimmung der Zellviabilitédt (links) und des combination index plot (rechts) der
Zelllinien VM-CUB-1, UM-UC-3 und HBLAK nach simultaner Kombinationsbehandlung mit
PLX und Talazoparib fiir 72h. Die Berechnung der relativen Zellviabilitat erfolgte im Verhaltins zur
DMSO- Lésungsmittelkontrolle. Fa: fraction affected, 1Cso: mittlere inhibitorische Konzentration, Cl:
combination index. Ein Cl<1 spricht flr eine synergistische Wirkung, ein CI>1 flr eine

antagonistische. Die Standardabweichung versteht sich als Populations-SD. n=4.

3.4.6 Wirkung der Behandlung mit Romidepsin und Talazoparib auf die
Kurzzeitproliferation

Analog zu der Kombination mit PLX wurde die Kombination aus Romidepsin und
Talazoparib untersucht (Abb. 19). In der Kombination konnte, bei VM-CUB-1, wie auch bei
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UM-UC-3, eine synergistische Wirkung der Behandlung festgestellt werden. Die
Einzelbehandlung mit Talazoparib hatte auf die UCCs auch in diesem Versuch wenig
Einfluss, wahrend eine Einzelbehandlung mit Romidepsin, auch ohne eine Kombination mit
Talazoparib, bereits zu einer effektiven Abtotung der Zellen flhrte. Bei dem Vergleich der
Kombinationsbehandlung aus Romidepsin und Talazoparib mit der Kombination aus PLX
und Talazoparib, fallt auf, dass die synergistischen Effekte in der Kombination mit PLX in
beiden Zelllinien der UCCs starker waren, vor allem in UM-UC-3, obwohl diese Zelllinie
weniger sensitiv gegenulber einer Monobehandlung mit PLX ist, als VM-CUB-1 Zellen. In
der Kontrollzelllinie hat die Behandlung in niedrigeren Konzentrationen antagonistische
Wirkung, in Konzentrationen ab dem 0,75-fachen der |Cso-Konzentration wirkte die
Kombination synergistisch. Mit dieser Kombination ergibt sich also ein vergleichbares
Problem mit der Notwendigkeit einer Dosisreduktion zur Schonung von normalen
Urothelzellen.
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Abb.19: Bestimmung der Zellviabilitédt (links) und des combination index plot (rechts) der
Zelllinien VM-CUB-1, UM-UC-3 und HBLAK nach simultaner Kombinationsbehandlung mit
Romidepsin und Talazoparib fiir 72h. Die Berechnung der relativen Zellviabilitat erfolgte im
Verhaltins zur DMSO- Lésungsmittelkontrolle. Fa: fraction affected, 1Cso: mittlere inhibitorische
Konzentration, Cl: combination index. Ein CI<1 spricht fir eine synergistische Wirkung, ein CI>1 fir
eine antagonistische. Die Standardabweichung versteht sich als Populations-SD. n=4.

3.4.7 Wirkung der Behandlung mit einer reduzierten Dosis epigenetischer
Inhibitoren auf die Zellviabilitat

Durch die bisherigen Analysen konnten also hoch effektive, synergistische
Kombinationsbehandlung identifiziert werden, die jedoch bei festen Dosisverhaltnissen
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auch relevant toxisch auf benigne HBLAK-Zellen wirkten. Daher sollte im Folgenden gepruift
werden, ob auch nicht feste Dosisverhaltnisse, speziell mit reduzierten Dosierungen der
epigenetischen Inhibitoren, vergleichbar wirksam sein kénnten fir die Viabilitatsreduktion
von UC-Zellen. Dazu wurde mit einer gleichbleibenden Konzentration an Talazoparib (der
fur alle Zelllinien bestimmte 1Cso-Wert von 1 yM) und einer sich steigernden Konzentration
an PLX bzw. Romidepsin behandelt. Ziel war es die Effekte einer Behandlung unabhangig
von dem ICso der einzelnen Zelllinie zu beurteilen. Im Fall von UM-UC-3 lagen samtliche
PLX-Konzentrationen unter dem Zelllinien spezifischen 1Cso von 8,8uM. Durch die
Kombination mit einem 1 uM Talazoparib konnte die Effektivitat der Behandlung jedoch
verbessert werden und eine relative Viabilitdt von unter 10 % erzielt werden. Bereits bei
einer sehr niedrigen Dosierung von PLX (0,5 pM), was nur 5,6 % der zelllinienspezifischen
ICso-Konzentration entspricht, eine relative Viabilitat von 20 % erzielt werden (Abb. 20). Im
Falle von VM-CUB-1 und HBLAK, Zelllinien, die eine deutlich geringere 1Cs,-Konzentration
aufweisen als UM-UC-3, fiihrte bereits eine Konzentration von 1 yM PLX zu einer relativen
Viabilitat von unter 20 %. Bei PLX-Konzentrationen unter 1 yM konnte die Effektivitat der
Behandlung jedoch durch die Kombination mit Talazoparib zusatzlich gesteigert werden, so
dass auch hier Dosisreduktionen mit niedrigerer Normaltoxizitat effektiv waren (Abb. 20).

Bei der Kombinationsbehandlung mit Romidepsin ergab sich ein vergleichbares, wenn auch
weniger deutliches Ergebnis. Bei Konzentrationen unter 2 nM Romidepsin konnte die
Kombinationstherapie die Effektivitdt der Behandlung auf die Zelllinie UM-UC-3 in geringem
Mald steigern, bei Konzentrationen uUber 2 nM glichen sich die Effekte der
Kombinationstherapie und der Einzeltherapie Romidepsin an. In den Zelllinien VM-CUB-1
und HBLAK (¢lich die Effektivitat der Einzeltherapie mit Romidepsin der
Kombinationstherapie.

Zusammengefasst deutet sich also eher ein therapeutisches Fenster mit reduzierter
Nebentoxizitat fir die PLX-basierten Kombinationen an.
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Abb. 20: : Bestimmung der Zellviabilitat (links) der Zelllinien VM-CUB-1, UM-UC-3 und HBLAK
nach simultaner Kombinationsbehanldlung mit Romidepsin und jeweils 1 yM Talazoparib
(rechts) und PLX mit jeweils 1 uyM Talazoparib (links) fiir 72h. Die Berechnung der relativen
Zellviabilitat erfolgte im Verhaltins zur DMSO- Lésungsmittelkontrolle. Die Standardabweichung
versteht sich als Populations-SD. n=4.

3.5 Wirkung von Kombinationsbehandlung auf die Langzeitproliferation der
Zelllinien

Nachdem in Viabilitdtstests sowohl Cisplatin wie auch Talazoparib als geeignete
synergistisch wirkende Kombinationspartner fur PLX herausgearbeitet wurden, wurden
Klonogenitatstests durchgefuhrt, um den Effekt auf die Langzeitproliferation zu
untersuchen. Hierfir wurden die Zellen mit dem den jeweiligen Wirkstoffen fur 72 h
behandelt und danach erneut verdunnt ausgesat, sodass sich die Einzelzellen erneut zu
Kolonien auswachsen mussten. Nach zwei Wochen erfolgte das Fixieren und Farben der
Zellen.
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3.5.1 Wirkung der Behandlung mit PLX, Romidepsin und Talazoparib in voller
und reduzierter Dosierung auf die Langzeitproliferation

UM-UC-3 VM-CUB-1
DMSO DMSO
PLX PLX
Talazoparib Talazoparib
Romidepsin Romidepsin
Talazoparib Talazoparib
+ +
PLX PLX
Talazoparib Talazoparib
+ +
Romidepsin Romidepsin

Abb.21: Giemsafarbung der Zellinien VM-CUB-1 und UM-UC-3 nach Einzel- und
Kombinationsbehandlungen mit der ICso Dosis von PLX, Romidepsin und Talazoparib. Die
Behandlung der Zellen erfolgte fiir 72 h, die Wirkstoffkonzentration entsprach dem ICso der jeweiligen
Zellinie. AnschlieBend wurden die Zellen erneut in geringer Zellzall ausgesaht. Nach einer
zweiwochigen Inkubation erfolgte die Giemsafarbung. Die Lésungsmittelprobe wurde mit DMSO
behandelt.

In Abbildung 21 sind Ergebnisse der Klonogenitatstests der Einzel- und
Kombinationsbehandlung mit einer Wirkstoffkonzentration, die dem ICso der Zelllinie
entspricht, dargestellt. Abbildung 22 zeigt die Ergebnisse nach Behandlung mit einer
reduzierten Konzentration, die dem 0,5-fachen der ICsy Dosis der Zelllinie VM-CUB-1
entspricht. Durch die Einzelbehandlungen mit PLX oder Talazoparib wurde die Proliferation
bei beiden Wirkstoffkonzentrationen begrenzt gehemmt. Die Kombinationsbehandlung aus
PLX und Talazoparib flhrte bei beiden UC-Zelllinien zu einer deutlich starkeren Hemmung
des Koloniewachstums im Vergleich zu der Einzelbehandlung. Diese Hemmung war bei
beiden Konzentrationen nachweisbar.

Die Einzelbehandlung mit Romidepsin wurde nur mit der erhdhten Konzentration
durchgefuhrt. Im Falle von UM-UC-3 hemmte sowohl die Einzel wie auch die
Kombinationsbehandlung das Koloniewachstum effektiv. Im Fall von VM-CUB-1 scheint vor
allem die Kombinationsbehandlung die Proliferation der Zellen zu hemmen.
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Abb. 22: Giemsafarbung der Zellinien VM-CUB-1 und UM-UC-3 nach Einzel- und
Kombinationsbehandlungen mit reduzierter Dosis von PLX und Talazoparib. Die Behandlung
der Zellen erfolgte mit 1 yM PLX und 0,5 uM Talazoparib flr 72h. AnschlieRend wurden die Zellen
erneut in geringer Zellzall ausgesaht. Nach einer zweiwotchigen Inkubation erfolgte die
Giemsafarbung. Die Lésungsmittelprobe wurde mit DMSO behandelt.

3.5.2 Wirkung der Behandlung mit PLX und Cisplatin auf die
Langzeitproliferation

Abbildung 23 stellt Ergebnisse der Klonogenitatstests nach Behandlung der Zellen mit
Cisplatin und PLX dar. Die Zellen wurden hierbei mit einer reduzierten
Wirkstoffkonzentration von 2,5 uM Cisplatin behandelt, das entspricht fir VM-CUB-1 dem
0,5 fachen des ICso fur Cisplatin und bei UM-UC-3 dem 0,4 fachen des ICso. In beiden
Zelllinien hemmten die Einzelbehandlungen mit PLX und Cisplatin das Zellwachstum
maRig. Durch die Kombination von PLX und Cisplatin konnte eine deutlich gesteigerte
Hemmung des Zellwachstums in beide Zelllinien erzielt werden, trotz der Reduktion der
Wirkstoffkonzentration in der Behandlung.
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Abb.23: Giemsafarbung der Zellinien VM-CUB-1 und UM-UC-3 nach Einzel- und
Kombinationsbehandlungen mit PLX und Cispatin. Die Behandlung der Zellen erfolgte mit 1 yM
PLX und 2,5 yM Cisplatin fir 72 h. AnschlieRend wurden die Zellen erneut in geringer Zellzall
ausgesaht. Nach einer zweiwdchigen Inkubation erfolgte die Giemsafarbung. Die
Lésungsmittelprobe wurde mit DMSO behandelt.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sowohl die Kombination von PLX und
Talazoparib und auch die Kombination von PLX und Cisplatin zu einer effektiven Hemmung
der Langezeitproliferation fuhrt. Dieser Effekt ist auch bei reduzierten Dosierungen
nachweisbar. Die Kombination mit Talazoparib schien jedoch Uberlegen.

3.6 Effekte der Kombinationsbehandlungen auf die Apoptoseinduktion

Um den Einfluss, den die Einzel und Kombinationsbehandlung auf die Apoptoseinduktion
der Zelle haben, zu untersuchen, wurden Apoptosemessungen mittels FACS-Analysen
durchgefuhrt. Hierfur wurden die Zellen mit Propidium-lodid und einem Annexin V-Konjugat
gefarbt. Abbildung 24 zeigt beispielhaft ein Diagramm, einer solchen Apoptose-Messung.
Sie teilt die Zellen in lebendige, frih-apoptotische, spat-apoptotische und nekrotische
Zustande ein.
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Abb.24: Beispiel-Diagramm einer Zelltodmessung mittels FACS. Die im unteren linken
Quadranten lokalisierten Punkte, zeigen die vitalen Zellen, die im oberen linken Quadranten die
nekrotischen Zellen, die im unteren rechten Quadranten die frih-apoptotischen Zellen und die im
oberen rechten Quadranten die spat-apoptotischen Zellen.

3.6.1 Apoptoseinduktion nach Behandlung mit PLX, Romidepsin und
Talazoparib

In den Voruntersuchungen zur Langzeit- und Kurzzeitviabilitét, hat sich die Kombination
eines epigenetischen Inhibitors mit Talazoparib, als ein vielversprechender
Kombinationspartner fiir epigenetische Inhibitoren gezeigt. Weiterfuhrend wurde
deswegen, flr ein besseres Verstdndnis GUber die genaue Wirkung der
Kombinationsbehandlung mit reduzierten Dosen, auf die Apoptoseinduktion untersucht.
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Abb.25: Wirkung der Einzel- und Kobinationsbehandlungen auf die Apoptoeinduktion der
Zelllinien UM-UC-3, VM-CUB-1 und HBLAK. Behandlung der Zellen mit 1 nM Romidepsin, 0,6 yM
PLX und 0,5 yM Talazoparib fir 72 h. DMSO wurde als Lésungsmittelkontrolle verwendet.
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Abbildung 25 zeigt die Wirkung der Einzel- und Kombinationsbehandlungen mit
Romidepsin/ PLX und Talazoparib auf die Apoptoseinduktion in den Zellen. In beiden UCC-
Zelllinien zeigte sich, im Vergleich zu der Ldsungsmittelkontrolle, eine leichte
Apoptoseinduktion durch die Einzelbehandlungen mit PLX, Romidepsin oder Talazoparib.
Im Falle von UM-UC-3 sank die Zahl der vitalen Zellen von 97 % auf 94 %, bei VM-CUB-1
sanken die vitalen Zellen von 90 % auf 76-82 %. Eine deutlich starkere Induktion der
Apoptose wurde durch eine Kombinationsbehandlung, vor allem durch die Kombination
PLX und Talazoparib, erreicht. Durch die Behandlung kam es zu einem starken Anstieg der
friih- und spat-apoptotischen Zellen. Bei UM-UC-3 stieg der Anteil der friih-apoptotischen
Zellen von 0,3 % auf 6 % und der Anteil der spat-apoptotischen Zellen von 1,1 % auf 14 %.
Bei VM-CUB-1 stiegen die frih-apoptotischen Zellen von 0,3 % auf 24 % und die spat-
apoptotischen Zellen von 2,7 % auf 27 %. Auch die Kombinationsbehandlung aus
Romidepsin und Talazoparib induzierte Apoptose, allerdings weniger stark als die
Kombination von PLX mit Talazoparib. In den HBLAK Zellen wiederum zeigten die
Behandlungen andere Effekte. Hier kam es vor allem zur Steigerung des Anteils spat-
apoptotischer Zellen, sowohl durch die Einzelbehandlungen wie auch durch die
Kombinationsbehandlungen. Dieser Effekt war bei der Kombination aus Romidepsin und
Talazoparib am starksten ausgepragt, diese Behandlung flhrte auch zu einer
Verflnffachung der nekrotischen Zellen im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle. Auch hier
zeigte sich also die Kombination von Talazoparib mit PLX gegenuber einer Kombination mit
Romidepsin Uberlegen.

3.6.2 Apoptoseinduktion nach Behandlung mit PLX und Cisplatin

Analog zu Talazoparib wurde auch die Kombinationsbehandlung aus PLX und Cisplatin
untersucht, auch im Hinblick auf die Frage, ob sich eine der Kombinationsbehandlungen
uberlegen zeigt. Da in den Voruntersuchungen, die Kombination aus PLX und Cisplatin, der
aus Romidepsin und Cisplatin Gberlegen war, wurde hier ausschlie3lich die Kombination
PLX plus Cisplatin mit reduzierter Dosierung untersucht.

In Abbildung 26 ist die Wirkung der Behandlung mit PLX und Cisplatin auf die Zelllinien
dargestellt. Auf UM-UC-3 zeigte die Behandlung, welche hier mit der Konzentration deutlich
unter den ICso-Werten von 8,8 yM PLX und 4 uM Cisplatin lag, die geringste Wirkung. Durch
die Behandlung war lediglich ein leicht gesteigerter Anteil spat-apoptotische Zellen
(Anstiegt von 0,07 % auf 5 %) zu beobachten. Auf VM-CUB-1, als Zelllinie mit geringeren
ICso-Werten flir PLX und Cisplatin, hatte die Behandlung einen deutlich starkeren Effekt,
jedoch nicht viel starker als die PLX-Monobehandlung. Bei der Kombinationsbehandlung
war eine Verdreifachung der nekrotischen Zellen und eine Verzehnfachung der spat-
apoptotischen Zellen nachweisbar. Bei der Zelllinie HBLAK kam es zu einer Verfiinffachung
der spat-apoptotischen Zellen, wahrend der Anteil der friih-apoptotischen nur leicht anstieg
und im Falle der nekrotischen Zellen fast konstant blieb. Die Kombination mit Cisplatin war
also der mit dem PARP-Inhibitor nicht Gberlegen. Im Falle der UCCs, vor allem bei UM-UC-
3, zeigte sich bei der Behandlung mit Talazoparib und PLX, sogar eine deutlich effektivere
Induktion der Apoptose als bei der Kombinationsbehandlung mit Cisplatin, wahrend es
gleichzeitig, durch Talazoparib, zu einer geringeren Beeintrachtigung der HBLAK Zellen
kam.

71



UM-UC-3 VM-CUB-1

100" — — — 100 -
BO%% 808
708 70F

Prozent Zellen
Prozent Zellen

HBLAK

DMSC PLX Cisplatin PLX+Cisplatin

ebend = frilhe Apoptose W spite Apoptose 8 Nekrose

Abb.26: Wirkung der Einzel- und Kobinationsbehandlungen auf die Apoptoeinduktion der
Zelllinien UM-UC-3, VM-CUB-1 und HBLAK. Behandlung der Zellen mit 1 uM PLX und 1,5 uM
Cisplatin fur 72 h. DMSO wurde als Ldsungsmittelkontrolle verwendet.

3.7 Effekte der Kombinationsbehandlungen auf den Zellzyklus

Zur Untersuchung des Einflusses von Einzel- und Kombinationsbehandlungen auf den
Zellzyklus wurde analog eine FACS-Analyse durchgefihrt. Hierfur wurden die Zellen mit
Propidium-lodid in Nicoletti-Puffer gefarbt. Abbildung 27 zeigt beispielhaft ein Diagramm
zur Bestimmung der einzelnen Phasen im Zellzyklus und dem Anteil der Zellen, die sich in
den einzelnen Phasen befinden.

VMCUB DMS0.0021\.. \DNA content
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Abb.27: Beispiel-Diagramm einer Zellzyklusanalyse mittels FACS. SubG1-Zellen als Indiz fur
Zelltodinduktion, G1-, S- und G2/M-Phase sind dargestellt.
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3.7.1 Zellzyklus nach Behandlung mit PLX, Romidepsin und Talazoparib

Analog zu den  Apoptosemessungen, wurden die vielversprechendsten
Kombinationspartner einer Zellzyklusanalyse unterzogen. In Abbildung 28 sind die
Ergebnisse der Zellzyklus-Analyse dargestellt. In der Zelllinie UM-UC-3 kam es durch die
Behandlung zu einer deutlichen Steigerung der G2/M-Fraktion. Das war besonders
ausgepragt nach der Behandlung mit Talazoparib bzw. PLX und Talazoparib, hier kam es
zu einer Steigerung von 9 % in der Losungsmittelkontrolle auf 38 % bzw. 52 %. Auch die
Kombinationsbehandlung mit Talazoparib und Romidepsin hatte einen Anstieg der Fraktion
auf 33 % zur Folge. Durch die Behandlung mit PLX und Talazoparib kam es zudem zu
einem Anstieg der SubG1-Fraktion von 0,7 % auf 24 %.

In VM-CUB-1 war die Veranderung der Sub-G1-Fraktion die eindriicklichste Veranderung,
die durch alle Behandlungen ausgelést wurde. Bei einem Anteil von 8 % in der
Lésungsmittelprobe, war der Anstieg nach der Behandlung mit Talazoparib und der mit
Talazoparib und PLX besonders stark ausgepragt, mit einem Anstieg auf 30 % bzw. 69 %.
Auch kam es Uber alle Behandlungen hinweg zu einer Abnahme der Zellen in der G1-
Phase.

Die HBLAK-Zellen fuhrten die Behandlung mit Romidepsin zu einem Anstieg der Zellen in
der S-Phase von 11 % auf 27 %, gleichzeitig kam es zu einer Abnahme der Zellen in der
G1-Phase, wie auch bei der Kombinationsbehandlung mit Romidepsin und Talazoparib.
Die anderen Behandlungen hatten kaum Einfluss auf den Anteil der Zellen in der G1- und
S-Phase. Die Behandlung Romidepsin und Talazoparib fluhrte zudem zu einem Anstieg der
SubG1-Fraktion von 0,2 % auf 23 %. Die Behandlung mit PLX und Talazoparib fuhrte
hingegen kaum zu Veranderung im Zellzyklus der Zelllinie. Auch bei dieser Messung
scheint letztere Kombination sehr gunstige Effekte zu haben.
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Abb.28: Wirkung der Einzel- und Kobinationsbehandlungen auf den Zellzyklus der Zelllinien
UM-UC-3, VM-CUB-1 und HBLAK. Behandlung der Zellen mit 1 nM Romidepsin, 0,6 uM PLX und
0,5 yM Talazoparib fir 72 h. DMSO wurde als Lésungsmittelkontrolle verwendet.

3.7.2 Zellzyklus nach Behandlung mit PLX und Cisplatin

In Abbildung 29 ist der durchflusszytometrisch bestimmte Einfluss der Behandlung mit PLX
und Cisplatin auf den Zellzyklus in den Zelllinien UM-UC-3, VM-CUB-1 und HBLAK
dargestellt. In UM-UC- 3 hatte die Behandlung einen Anstieg von Zellen in der SubG1-
Phase zur Folge. Am starksten ausgepragt war dieser Effekt bei der
Kombinationsbehandlung, die einen Anstieg der SubG1-Fraktion von 0,7 % auf 31 %
bewirkte. Auch kam es durch die Kombinationsbehandlung zu einem Anstieg der Zellen in
der S-Phase um das 4-fache und in der G2/M-Phase um das 2,5-fache. Die
Einzelbehandlungen zeigten die gleichen Effekte auf den Zellzyklus, wenn auch schwacher
ausgepragt. In der Zellinie VM-CUB-1 zeigten sich dagegen nur geringer
Zellzyklusveranderungen in Folge der Behandlung. Ein moderater Anstieg der SubG1-
Phase konnte bei allen Behandlungen beobachtet werden sowie ein moderater Abfall der
G1-Phase. Anders der Effekt, den die Behandlung auf die HBLAK Zellen hatte. Hier flhrte
die Behandlung zu einem deutlichen Anstieg der G2/M-Fraktion. Am deutlichsten
ausgepragt war das nach der Behandlung mit Cisplatin. Ein Anstieg von 7,5 % auf 43 %
war zu verzeichnen.
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Abb. 29: Wirkung der Einzel- und Kobinationsbehandlungen auf den Zellzyklus der Zelllinien
UM-UC-3, VM-CUB-1 und HBLAK. Behandlung der Zellen mit 1 yM PLX und 1,5 uM Cisplatin fur
72 h. DMSO wurde als Losungsmittelkontrolle verwendet.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich, ahnlich wie bei der Apoptosemessung, eine
Uberlegenheit der PLX/Talazoparib-Kombination gegeniiber der PLX/Cisplatin-
Kombination ableiten. Hervorzuheben ist hier erneut, dass nur ein geringer Effekt auf die
HBLAK Zelle, nachgewiesen werden konnte.

3.8 Einfluss einer sequenziellen Kombinationsbehandlung auf die
Zellviabilitat

Da in der Literatur fir einzelne Substanzen Anhaltspunkte gab, dass eine mdgliche
Steigerung der Effektivitat durch eine sequentielle Behandlung erreicht werden kdénnte,
werden im Folgenden, erganzende Ergebnisse sequentieller Behandlungen dargestellt.

3.8.1 Behandlung mit Gemcitabin und PLX 24 h spater

Ein erster Versuch einer sequenziellen Behandlung mit dem Chemotherapeutikum
Gemcitabin wurde unternommen, basierend auf einer Studie zum Pankreaskarzinom, die
Vorteile einer solchen Kombination mit epigenetischen Inhibitoren wie z.B. TWO09
aufgezeigt hatte. (Zhang et al., 2020). Da Gemcitabin auch bei der Behandlung von
Urothelkarzinomen eingesetzt wird, schien das, in der Theorie, auch eine sinnvolle
Kombination fur die Behandlung von UCCs.

In Abbildung 30 ist der Effekt der sequenziellen Behandlung mit Gemcitabin und PLX
dargestellt. Hierbei wurden die Zellen initial mit Gemcitabin behandelt und 24 Stunden
spater mit PLX. In den UCCs wies die kombinierte Behandlung keine starke synergistische
Wirkung auf. Im combination index plot von UM-UC-3 zeigte bei niedrigen Dosierungen eine
antagonistische Wirkung der Behandlung. In den HBLAK Zellen war in hdheren
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Dosierungen eine synergistische Wirkung nachweisbar. Eine wesentliche Effektsteigerung
war also nicht abzuleiten.
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Abb. 30: Bestimmungder Zellviabilitédt (links) und des combination index plot (rechts) der
Zelllinien VM-CUB-1, UM-UC-3 und HBLAK nach sequentieller Kombinationsbehandlung mit
Gemcitabine und PLX 24 h spater. Die Behandlung erfolgte fur insgesamt 72 h. Die Berechnung
der relativen Zellviabilitdt erfolgte im Verhaltins zur DMSO- Ldsungsmittelkontrolle. Fa: fraction
affected, 1Cso: mittlere inhibitorische Konzentration, Cl: combination index. Ein Cl<1 spricht fur eine
synergistische Wirkung, ein CI>1 fir eine antagonistische. Die Standardabweichung versteht sich
als Populations-SD. n=4.
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3.8.2 Sequenzielle Behandlung mit Cisplatin und TW09

In Kapitel 3.8.1 konnte keine vielversprechende Synergie aus einer Kombination mit
Gemcitabin abgeleitet werden. Von daher sollten weitere Kombinationen gepruft werden,
die sich in den simultanen Behandlungen bereits als synergistisch erwiesen hatten. Auch
sollte geprift werden, ob die Reihenfolge der sequenziellen Behandlung einen Einfluss auf
das Ergebnis hat, sodass sowohl eine Behandlungsreihe mit dem Chemotherapeutikum als
ersten Wirkstoff, wie auch eine Behandlungsreihe mit dem epigenetischen Inhibitor als
ersten Wirkstoff durchgefuhrt wurde. Als epigenetischer Inhibitor wurde TW09 eingesetzt,
in Analogie zu einer Arbeit zum Pankreaskarzinom mit sequentieller Behandlung (Zhang et
al., 2020).
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Abb. 31: Bestimmungder Zellviabilitéit (links) und des combination index plot (rechts) der
Zelllinien VM-CUB-1, UM-UC-3 und HBLAK nach sequentieller Kombinationsbehandlung mit
Cisplatin als ersten Wirkstoff und TW09 24 h spater. Die Behandlung erfolgte fiir insgesamt 72 h.
Die Berechung der relative Zellviabilitat erfolgte im Verhaltins zur DMSO- Losungsmittelkontrolle. Fa:

77



fraction affected, |Cso: mittlere inhibitorische Konzentration, Cl: combination index. Ein Cl<1 spricht
fur eine synergistische Wirkung, ein CI>1 flr eine antagonistische. Die Standardabweichung versteht
sich als Populations-SD. n=4.
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Abb. 32: Bestimmungder Zellviabilitéit (links) und des combination index plot (rechts) der
Zelllinien VM-CUB-1, UM-UC-3 und HBLAK nach sequentieller Kombinationsbehandlung mit
TWO09 als ersten Wirkstoff und Cisplatin 24 h spater. Die Behandlung erfolgte fir insgesamt 72 h.
Die Berechung der relative Zellviabilitat erfolgte im Verhaltins zur DMSO- Losungsmittelkontrolle. Fa:
fraction affected, 1Cso: mittlere inhibitorische Konzentration, Cl: combination index. Ein Cl<1 spricht
fur eine synergistische Wirkung, ein CI>1 flir eine antagonistische. Die Standardabweichung versteht
sich als Populations-SD. n=4.
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Die in Abbildung 31 dargestellte sequenzielle Kombination aus Cisplatin und TW09 wirkt in
allen Zelllinien bei niedrigen Konzentrationen antagonistisch, wahrend sie bei héheren
Konzentrationen eine additive bis leicht synergistische Wirkung zeigt. Die in Abbildung 32
gezeigte Behandlung mit TW09 und der Cisplatinbehandlung 24 spater, zeigt eine
vorwiegend antagonistische Wirkung in allen Zelllinien. Insgesamt war also die sequenzielle
Behandlung der simultanen unterlegen.
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3.8.3 Sequenzielle Behandlung mit PLX und CisplatinAnalog zu der Kombination
von Cisplatin und TWO09 wurde eine sequentielle Behandlung mit Cisplatin und PLX
gepruft. Auch bei diesen Wirkstoffen wurden zwei Behandlungsreihen durchgefuhrt
— eine beginnend mit dem Chemotherapeutikum, die andere mit dem
epigenetischen Inhibitor.
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Abb. 33: Bestimmungder Zellviabilitédt (links) und des combination index plot (rechts) der
Zelllinien VM-CUB-1, UM-UC-3 und HBLAK nach sequentieller Kombinationsbehandlung mit
Cisplatin als ersten Wirkstoff und PLX 24 h spater. Die Behandlung erfolgte fur insgesamt 72 h.
Die Berechung der relative Zellviabilitat erfolgte im Verhaltins zur DMSO- Lésungsmittelkontrolle. Fa:
fraction affected, 1Cso: mittlere inhibitorische Konzentration, Cl: combination index. Ein Cl<1 spricht
fur eine synergistische Wirkung, ein CI>1 fur eine antagonistische. Die Standardabweichung versteht
sich als Populations-SD. n=4.
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Abb. 34: Bestimmungder Zellviabilitédt (links) und des combination index plot (rechts) der
Zelllinien VM-CUB-1, UM-UC-3 und HBLAK nach sequentieller Kombinationsbehandlung mit
PLX als ersten Wirkstoff und Cisplatin 24 h spater. Die Behandlung erfolgte fir insgesamt 72 h.
Die Berechung der relative Zellviabilitat erfolgte im Verhaltins zur DMSO- Lésungsmittelkontrolle. Fa:
fraction affected, |Cso: mittlere inhibitorische Konzentration, Cl: combination index. Ein Cl<1 spricht
fur eine synergistische Wirkung, ein CI>1 flr eine antagonistische. Die Standardabweichung versteht
sich als Populations-SD. n=4.

Die Abbildung 33 zeigt die sequenzielle Behandlung mit Cisplatin und 24 h spater mit PLX,
diese wirkt in allen Konzentrationen leicht synergistisch in der Zelllinie UM-UC-3. In der
anderen UC-Zelllinie hingegen wirken alle Konzentrationen der Behandlung antagonistisch.
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Auch die in Abbildung 34 dargestellte sequenzielle Behandlung mit PLX und Cisplatin 24h
spater, wirkt grofRtenteils antagonistisch in den Zelllinien. In den sequentiellen
Behandlungen zeigt sich die Behandlung mit dem Chemotherapeutikum 24 h vor dem
epigenetischen Inhibitor, der umgekehrten Behandlung Uberlegen. Insgesamt war aber
keine der sequentiellen Behandlungen der simultanen Behandlung Uberlegen, sodass die
Wirkung der sequentiellen Behandlung in dieser Arbeit nicht weiter behandelt wurde.

4 Diskussion

Ziel dieser Dissertation war es, die Wirkung des BETi PLX und des HDACi Romidepsin auf
UCCs zu charakterisieren und daraus mdgliche Kombinationstherapien abzuleiten, die in
der Behandlung des UC wirkungsvoller und nebenwirkungsarmer sind als die etablierten
Therapien. Die Ratio fur den Einsatz von epigenetischen Inhibitoren war die Vielzahl von
epigenetischen Veranderungen im UC. Im UC wird sowohl das BET-Protein BRD4 (Wu et
al., 2016; Yan et al., 2014) wie auch Klasse | HDACs (Pinkerneil et al., 2017; Robertson et
al., 2017) Uberexprimiert. Der BETi JQ1 ist bereits gut charakterisiert, und es hat sich fur
UCCs in der Zellkultur und im Mausmodell eine Inhibition der Zellproliferation sowie eine
Steigerung der Induktion von Apoptose nach Behandlung mit JQ1 gezeigt, jedoch auch mit
Nebenwirkungen (Li et al., 2019; Wu et al., 2016). Diese Limitationen wurden durch PLX
teilweise aufgebrochen, da PLX (ber ein glinstigeres Nebenwirkungsprofil verfligt (Ozer et
al.,, 2018). In anderen Tumorentitdten konnte bereits eine Wirksamkeit von PLX
nachgewiesen werden. In Melanomen konnte fir PLX unter Zellkulturbedingungen und im
Mausmodell eine Hemmung des Tumorwachstums und eine Veranderung der
Genexpression nachgewiesen werden (Erkes et al., 2019; Tiago et al., 2020). Auch zeigte
PLX eine Wirksamkeit in der Behandlung von verschiedenen Leukamieformen (Lee et al.,
2021; Ozer et al., 2018). Eine Charakterisierung der Wirkung von PLX auf UCCs wurde bis
jetzt noch nicht durchgefihrt, somit ist das mogliche Potenzial von PLX in der Therapie des
UCs noch nicht hinreichend erforscht. Die nachgewiesene Wirkung des BETi JQ1 auf UCCs
und das verbesserte klinische Wirkprofil von PLX haben Potenzial fiir eine effektive und
besser vertragliche Therapie. Auch die Wirkung des HDACi Romidepsin auf UCCs als
Monotherapie wurde schon in Vorarbeiten untersucht. Hierbei zeigte sich eine
antiproliferative  Wirkung von Romidepsin durch Induktion von Apoptose und eines
Zellzyklusarrests (Fan et al., 2008; Pinkerneil et al., 2016).

4.1 Die molekulare Wirkung von epigenetischen Inhibitoren, die auf
Histonacetylierung abzielen

Bei den epigenetischen Inhibitoren stellt sich zum einen die Frage nach dem Potenzial einer
Monotherapie fir das UC. In anderen Tumorentitdten wurde eine Hemmung des
Zellwachstums beobachtet. Zum anderen stellt sich die Frage nach einer moglichen
Kombinationstherapie von PLX mit einem anderen epigenetischen Inhibitor oder anderen
sinnvollen Kombinationspartnern, die idealerweise bereits in der klinischen Anwendung
sind. In diesem Zusammenhang steht vor allem die nicht-kanonische Wirkung von PLX im
Vordergrund. Das bedeutet, dass die DNA-Schadigung und Inhibition der DNA-Reparatur
sowie das damit verbundene Potenzial zur Sensitivierung der Krebszellen gegenuber
Inhibitoren der DNA-Reparatur oder DNA-schadigenden Substanzen untersucht werden
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sollen. Um die Frage nach dem effektivsten Therapieansatz unter Verwendung von
epigenetischen Inhibitoren zu klaren, erfolgte eine detaillierte Analyse der Behandlung von
UCCs mit Romidepsin und PLX. Ebenso wurde gepriift, ob die Kombination zweier
epigenetischer Inhibitoren zu einer potenziellen Verstarkung der erwlnschten
antitumoralen Wirkungen fuhrt.

4.1.1 PLX hemmt die Zellproliferation, induziert Apoptose und vermindert die
Reparaturkapazitat von DNA-Schaden

In der Monobehandlung zeigte PLX schon in niedrigen Konzentrationen eine starke
Wirkung im Sinne einer Hemmung der Zellproliferation und Veranderung der
Genexpression von VM-CUB-1 Zellen. Ein deutlich geringer Effekt zeigt sich oftmals auf die
UM-UC-3 Zellen. Diese Ergebnisse decken sich mit den Daten aus Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe, die fir die Sensitivitat von UM-UC-3 fir den BETi JQ1 vorliegen. Auch
gegenlber der Behandlung mit diesem Inhibitor zeigte sich UM-UC-3 als eine der
resistenteren Ziellinien, mit einem I1Cso-Wert, der 14-mal hoher war als der von VM-CUB-1
(Holscher et al., 2018). Diese bendtigten hohen Konzentrationen stehen im Kontrast zur
Wirkung von PLX auf die Kontrollzelllinie. Deren ICso-Konzentration ist niedriger als die der
UCCs. Es ist also davon auszugehen, dass die PLX-Behandlung toxisch auf das normale
Urothel wirkt. Diese Toxizitdt und das gleichzeitige schlechte Ansprechen von UM-UC-3
machen eine alleinige PLX-Behandlung in ausreichender Dosis zur effektiven Abtétung
aller Krebszellen potenziell sehr toxisch fir die normalen Zellen.

Bei Behandlung mit der jeweiligen ICso Konzentration, konnte ein Ansprechen auf PLX in
allen untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden. HEXIM1, als Marker fur eine Antwort
auf BET-Inhibition (Berenguer-Daize et al., 2016), zeigt sich in allen Zelllinien - sowohl den
UCCs als auch HBLAK- induziert. Der Klonogenitatstest zeigte, dass die langfristige
Proliferation nach der Behandlung mit PLX sowohl in den UCCs als auch in den HBLAK
reduziert war. Die antiproliferative Wirkung von PLX auf Tumorzellen lie} sich bereits in
anderen Tumorentitdten nachweisen. In primaren Zellkulturen des anaplastischen
Schilddrisenkarzinoms zeigte sich ein reduziertes Zellwachstum und eine reduzierte c-
MYC Expression. Zudem hat sich eine Inhibition des Tumorwachstums in vivo am
Mausmodell gezeigt (Zhu et al., 2019). Auch im Nierenzellkarzinom und malignen Melanom
konnte in der Zellkultur und in vivo in Xenografts eine Hemmung des Tumorwachstums
nachgewiesen werden (Wan et al., 2020) (Tiago et al., 2020). Es zeigten sich jedoch klare
Unterschiede in den bendtigten PLX-Konzentrationen, um die antiproliferative Wirkung in
den verschiedenen Tumorentititen zu erzielen. Wahrend das anaplastische
Schilddrisenkarzinom eine |Cso-Konzentration von 1 pM aufwies, zeigten sich beim
Nierenzellkarzinom ICso-Konzentration von 7-10 yM. Im malignen Melanom wurden
Konzentration von 1 yM JQ1 und 2 yM PLX angewendet; diese zeigten vergleichbare
Effekte auf die Zellen. Das maligne Melanom scheint sensitiver auf PLX zu reagieren als
die Zelllinien des Nierenzellkarzinoms und teilweise die UCCs, die heterogene ICso-Werte
aufweisen, abhangig von der einzelnen Zelllinie. Ein Vergleich mit HBLAK-Zellen ist in
diesem Kontext nicht mdglich, da in den genannten Arbeiten keine Normallzelllinien
inkludiert wurden.

Eine divergente Reaktion zwischen den UCCs und den HBLAK Zellen nach PLX-
Behandlung zeigte sich in der Apoptoseinduktion und der Zellzyklusregulation. In der
Zellzyklusregulation der UCC zeigte sich eine Akkumulation in subG1, wohingegen die
HBLAK-Zellen eine Akkumulation in G2/M zeigten. Der G2/M Arrest stellt hier einen
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physiologischen Mechanismus im Zellzyklus dar, indem Zellen mit DNA-Schaden am Eintritt
in die Mitose gehindert werden (Stark & Taylor, 2004). In Tumorzellen hingegen konnte
bereits in anderen Tumorentitadten wie dem Glioblastom eine Induktion von einem subG1
Arrest durch Behandlung mit dem BET-Inhibitor JQ1 gezeigt werden (Zhang et al., 2021).
In den UCCs zeigte sich zudem, in den FACS-Daten, eine Apoptoseinduktion nach PLX-
Behandlung. Auch hier ist der Effekt auf Zelllinie VM-CUB-1 deutlich grélier als der auf die
Zelllinie UM-CU-3.

Neben den FACS-Analysen zeigte sich im Western Bot auch eine unterschiedlich hohe
Abundanz von cleaved PARP. Cleaved PARP bezeichnet das, durch Caspasen
gespaltene, PARP-Enzym. Hierdurch verliert das Enzym seine Funktion. Dieser Prozess ist
Teil der Apoptose und Cleaved PARP gilt als Marker fiir Apoptose (Kaufmann et al., 1993;
Soldani & Scovassi, 2002). Im Western Blot lie® sich nach Behandlung mit PLX in den
UCCs cleaved PARP nachweisen. In HBLAK Zellen hingegen konnte keine PARP-Spaltung
nachgewiesen werden. Es ist also davon auszugehen, dass PLX auf HBLAK vor allem Gber
Induktion eines Zellzyklusarrest wirkt und weniger Uber eine Apoptoseinduktion, was
potenziell glinstig fUr eine reduzierte Toxizitat auf gesundes Gewebe ware.

Eine weitere nicht-kanonische Wirkung von PLX ist die Induktion von DNA-Schaden und
die gleichzeitige Hemmung deren Reparatur. Diese Wirkung ist in UCCs bislang wenig
untersucht. Grundsatzlich ist die Funktion von BRD4 in der Reparatur von DNA-Schaden,
bereits in der Literatur beschrieben (Donati et al., 2018; Floyd et al., 2013). Hiernach erflllt
BRD4, neben der Funktion in der Transkriptionsregulation, auch noch eine Schlisselrolle
in der Regulation der Reparatur von DNA-Schéaden. In Prostatakarzinomzellen konnte
BRD4 als Regulator von radiogen bedingten DNA-Doppelstrangbrichen identifiziert
werden. Eine Hemmung von BRD4 fihrte zu einem Anstieg von phosphoryliertem H2AX
als Marker fur DNA-Doppelstrangbriche (Li et al., 2018). In anderen Tumorentitaten konnte
bei einer Behandlung mit JQ1 zudem eine Reduktion von BRCAZ2 als wichtiger Bestandteil
des HR-Reparaturweges nachgewiesen werden (Garcia et al., 2018). Dies ist ein weiterer
Anhaltspunkt fur die Bedeutung von BRD4 in der DNA-Reparatur.

Nach der Behandlung mit PLX zeigte sich in den UCCs, vor allem in VM-CUB-1, eine
verminderte Expression von Faktoren des HR- und NER- Reparaturweges. Zudem zeigte
sich eine verminderte PARP-Expression. In den HBLAK Zellen zeigte sich dieser Effekt
weniger stark ausgepragt, oder es lag teilweise sogar eine Induktion der Gene vor.
Insgesamt lasst sich Uber alle Effekte von PLX in den UCCs feststellen, dass die Wirkung
auf die Zelllinie UM-UC-3 deutlich geringer ausgepragt war. Es konnte allerdings die
Hemmung von DNA-Reparaturwegen und damit verbunden die Induktion einer BRCAness
der UCCs nachgewiesen werden, was PLX 2zu einem vielversprechenden
Kombinationspartner fir Wirkstoffe macht, die DNA-Schaden induzieren oder die Reparatur
solcher hemmen. Die Induktion einer BRCA-Defizienz durch BETi hat sich schon in anderen
Tumorentitaten als wirksam erwiesen. Beim triple-negativen Mammakarzinom konnte,
unter Zellkulturbedingungen, durch die Behandlung mit dem BETi JQ1, eine Resistenz
gegen PARP-Inhibitoren Uberwunden werden. Auch hier liegt die Verminderung der BRCA-
Expression und eine damit verbundene Unterdriickung der DNA-Reparatur zu Grunde
(Juan et al., 2022).

4.1.2 Romidepsin senkt die Zellviabilitat und induziert Apoptose

In Urothelkarzinomen sind die Klasse 1 Histondeacetylasen HDAC1 und HDAC2 haufig
uberexprimiert (Niegisch et al., 2013; Poyet et al., 2014; Witt et al., 2009). Diese Alteration
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ist der Hintergrund fiir eine Behandlung der Zellen mit einem Klasse 1 HDAC Inhibitor wie
z.B. Romidepsin. In Vorarbeiten zu UCC konnte bereits gezeigt werden, dass eine Inhibition
mit einem selektiven Klasse 1 HDAC wie Romidepsin eine bessere antitumordse Wirkung
zeigt als ein pan-Inhibitor, der unselektiv alle HDAC-Klassen hemmt (Pinkerneil et al., 2016;
Pinkerneil et al., 2017). Auch konnte in Vorarbeiten bereits eine Wirksamkeit von
Romidepsin in der Behandlung von UCCs unter Zellkulturbedingungen gezeigt werden
(Pinkerneil et al., 2016).

Nach einer Behandlung mit Romidepsin konnte eine Reduktion der Zellviabilitat beobachtet
werden, im Sinne einer antiproliferativen Wirkung auf die UCCs. Bei den HBLAK Zellen war
diese antiproliferative Wirkung weniger stark ausgepragt. Das deckt sich mit den
Ergebnissen aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe, bei denen eine geringe zytotoxische
Wirkung auf die HBLAK-Zellen im Vergleich zu den UCCs nachgewiesen wurde (Pinkerneil
et al., 2016). In der Literatur ist zudem eine Zellzyklusveranderung durch Romidepsin in
UCCs beschrieben; hier zeigte sich nach einer Behandlung mit dem Wirkstoff eine
Akkumulation der Zellen in der G2/M Phase (Hoffmann et al., 2021). Dieser Effekt konnte
in den aktuellen FACS-Analysen nicht reproduziert werden. Hier zeigte sich nach der
Romidepsinbehandlung nur eine sehr geringe Veranderung des Zellzyklus. Grund dafar
koénnte die unterschiedliche Konzentration der Behandlung sein. In der entsprechenden
Arbeit wurden die Zellen vor der Analyse mit der jeweiligen ICsp-Konzetration behandelt,
wohingegen die Zellen in dieser Arbeit in einer reduzierten Konzentration, namlich mit der
halben ICso Konzentration von VM-CUB-1 behandelt wurden. Ahnliche Ergebnisse zeigen
sich bei der Analyse der Apoptoseinduktion; diese wurde nach der Behandlung mit der
gleichen reduzierten Dosis an Wirkstoff durchgefiihrt. Hier zeigt sich lediglich eine diskrete
Induktion von Apoptose in den UCCs, in den HBLAK-Zellen zeigt sich dagegen eine deutlich
gesteigerte Fraktion an spatapoptotischen Zellen.

In Hinblick auf eine mogliche Beeinflussung der DNA-Reparaturmechanismen zeigt sich,
im Gegensatz zur PLX-Behandlung, jedoch keine Herabregulation von BRCA1 oder PARP
7und 2, was in der Folge eine weniger effektive Kombinationsbehandlung bedingen kdnnte.
In der Zusammenschau der Ergebnisse wirft die Wirkung der Monotherapie mit Romidepsin
auf HBLAK Zellen &hnliche Probleme auf wie schon die Monobehandlung mit PLX. Auch
hier ist die ICso der UCCs mehr als doppelt so hoch wie die der HBLAK Zellen (Holscher et
al., 2018). Aus diesem Grund lohnt es sich, die potenziellen synergistischen Effekte einer
Kombinationsbehandlung zu untersuchen, um durch diese eine Verbesserung der Wirkung
auf die Krebszellen und eine Moglichkeit zur Dosisreduktion zu erzielen.

Der Wirkstoff PLX zeigte in der Monobehandlung eine gunstigere Wirkung als Romidepsin,
da hier die Faktoren der DNA-Reparatur, wie BRCA 1 und PRAP 1 und 2, herabreguliert
werden.

4.1.3 Die Kombinationstherapie mit PLX und Romidepsin ist der
Monobehandlung nicht uberlegen

Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Kombinationsbehandlung aus dem BETi der
1. Generation (JQ1) und Romidepsin synergistische Effekte hat, wodurch eine Apoptose in
UCCs induziert werden kann. Gleichzeitig zeigte sich ein deutlich geringerer Effekt auf
benigne Zellen, unter anderem HBLAK (Hdlscher et al., 2018). Aufgrund dessen erfolgte im
Rahmen dieser Arbeit die Kombinationsbehandlung mit Romidepsin und PLX, um zu
zeigen, ob hier ein vergleichbarer synergistischer Effekt nachgewiesen werden kann. Die
Synergieanalysen der Vitalitdtsdaten ergaben jedoch nur einen limitierten synergistischen

85



Effekt und eher in héheren Dosisbereich (1xICsy), so dass eine Dosisreduktion kaum
mdglich ware. Auch in den Ergebnissen der RNAseq und der gPCR-Validierung konnte kein
wesentlicher synergistischer Effekt gezeigt werden. Zum einen zeigte sich insgesamt kein
starkerer Effekt auf die Induktion von Apoptose und Herabregulierung der DNA-
Reparaturmechanismen in den UCCs im Vergleich zu der Monobehandlung mit PLX.
Darlber hinaus zeigte sich ein deutlicher Effekt auf die HBLAK Zellen, welche potenziell
mit einer hdheren Toxizitat fur gesunde Zellen vergesellschaftet, sein kdnnten. Dieser Effekt
auf HBLAKSs kann dadurch erklart werden, dass der ICso-Wert von HBLAK deutlich geringer
ist als bei den UCCs; wenn man PLX mit einer geringen Gesamttoxizitat einsetzten mochte,
muss insgesamt die Konzentration von PLX reduziert werden, um die gesunden Zellen
entsprechend zu schonen. Dies kann durch Wirkstoffkombinationen erreicht werden, die
eine synergistische Wirkung auf die UCCs zeigten, fur die Kombination aus PLX und
Romidepsin war dies nicht moglich.

4.2 Zellulare Wirkung von Romidepsin und PLX in
Kombinationsbehandlungen mit Cisplatin bzw. Talazoparib

Die Kombinationsbehandlung zur Verbesserung der Wirksamkeit einer Therapie ist in der
Medizin ein haufig angewandtes Konzept. Aufgrund der im Kapitel 4.1 dargestellten
Limitationen der Einzelbehandlungen mit epigenetischen Inhibitoren, ergibt sich die
Notwendigkeit der Etablierung einer effektiveren Behandlung, die gleichzeitig weniger
toxisch ist fir das normale Urothel. Auf Grund der Erkenntnisse zur Wirkung der
epigenetischen Inhibitoren auf DNA-Schadigung und -Reparatur wurden Kombinationen mit
Cisplatin und mit dem PARP-Inhibitor Talazoparib untersucht.

4.2.1 Die Kombinationsbehandlung aus Cisplatin und PLX/ Romidepsin zeigt
synergistische Effekte auf die UCCs

Aus den bisherigen Limitationen der Chemotherapie beim UC ergibt sich der Bedarf die
Therapieeffizienz zu verbessern. Die in Kapitel 4.1.1 dargestellten Effekte der PLX-
Therapie auf die DNA-Reparatur, insbesondere den NER und den HR- Reparaturweg,
kénnten die Grundlage fur eine potenziell synergistische Wirkung zwischen einem
epigenetischen Inhibitor und Cisplatin sein, welches Uber eine Quervernetzung der DNA
mutagen wirkt und bereits in der leitliniengerechten Therapie des Urothelkarzinoms
eingesetzt wird. Eine Limitation der Cisplatin-basierten Chemotherapie ist die Entwicklung
von Resistenzen, was im Verlauf zum Therapieversagen fuhren kann (Galluzzi et al., 2012).
Dieser Chemoresistenz liegen verschiedene Mechanismen zugrunde, diese wurden bereits
in Kapitel 1.1.1. besprochen. Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob eine Behandlung
mit epigenetischen Inhibitoren das Potenzial hat diese Resistenz zu Uberwinden und die
Therapie mit Cisplatin dadurch wirksamer zu machen. Die nicht kanonischen Effekte von
epigenetischen Inhibitoren, insbesondere PLX, haben hierbei das Potenzial die Zellen flr
Cisplatin zu sensitivieren. Das legen, die in Kapitel 4.1.1. beschriebenen
Genexpressionsveranderungen durch die Einzelbehandlungen mit PLX, nahe.

Eine effektive Reparatur, der von Cisplatin induzierten DNA-Schaden, kann ein
Mechanismus der Resistenzbildung sein (Galluzzi et al., 2012). Diese Reparatur geschieht
zu einem groRen Teil Uber die NER (Shuck et al., 2008). In der Literatur wurde bereits der
Zusammenhang zwischen einer erhdhten NER-Kapazitat und einer Cisplatinresistenz
hergestellt (Duan et al., 2020; Ferry et al., 2000; Li et al., 2000). Erfreulicherweise konnte
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durch die Behandlung mit den epigenetischen Inhibitoren die Genexpression von
Komponenten des NER-Signalwegs signifikant reduziert werden. Bei der Behandlung mit
PLX war dieser Effekt am starksten, was flr eine potenziell starkere Hemmung des NER-
Weges spricht. Nach der Behandlung mit Romidepsin zeigten sich jedoch mehr
Expressionsveranderungen in UM-UC-3 als nach der Behandlung mit PLX. In diesem Fall
kénnte Romidepsin einen glinstigeren Effekt in der Behandlung von UM-UC-3 haben. Auch
die PCR-Validierung ergab potenziell giuinstige Effekte auf die NER-Reparatur. Die PLX-
Behandlung flihrte hier zu einer verminderten ERCC1-Expression in VM-CUB-1 und UM-
UC-3. ERCC1 ist ein Protein der NER; die ERCC1-Expression ist einer der limitierenden
Faktoren der DNA-Reparatur durch NER (Ahmad et al., 2008). In UCCs wurde ein
Zusammenhang zwischen einer verminderten ERCC1-Expression und einer verbesserten
Prognose bei Patienten, die mit einer cisplatinhaltigen Chemotherapie behandelt wurden,
festgestellt (Bellmunt et al., 2007). Nach der Romidepsin- oder Kombinationsbehandlung
konnte keine derartige Expressionsverminderung von ERCC1 festgestellt werden.

Ein weiterer wichtiger Reparaturmechanismus im Kontext der Cisplatinresistenz ist der HR-
Reparaturweg. Krebsarten, die etwa aufgrund von einer BRCA1/2-Mutation eine HR-
Defizienz aufweisen, sind empfindlicher gegenlber einer Therapie mit Cisplatin (Farmer et
al., 2005). Umgekehrt konnen vormals cisplatinsensible Krebszellen durch eine
Wiedererlangung der HR-Kompetenz eine Resistenz gegen Cisplatin entwickeln (Sakai et
al., 2008). In der Einzelbehandlung mit PLX konnte bereits eine verminderte Expression
von Schlusselgenen der HR-Reparaturweg in Transkriptomanalyse und der gPCR
nachgewiesen werden, wobei der Effekt bei PLX deutlich starker ausgepragt war als bei
Romidepsin.

Aufbauend auf diesen Grundlagen fur eine potenziell synergistischen Wirkung der beiden
Wirkstoffe lieR sich diese im Viabilitdtsassay und der Synergieanalyse entsprechend
nachweisen. Hier zeigte sich nach Behandlung der Zellen mit PLX und Cisplatin ein starker
synergistischer Effekt, vor allem in den UM-UC-3 Zellen. In VM-CUB-1 lief3 sich ebenfalls
eine Synergie feststellen, diese allerdings erst in den hoéheren Konzentrationsstufen.
Bemerkenswerterweise konnte eine solche Synergie in den HBLAK Zellen nicht
nachgewiesen werden. Hier zeigte sich, gerade in den hdheren Konzentrationen, sogar
eine schwachere Wirkung der Kombinationsbehandlung als in den Einzelbehandlungen.
Ein vergleichbarer Effekt konnte durch die Behandlung mit Romidepsin nicht erzielt werden;
hier zeigte sich nur in den héheren Konzentrationsstufen ein leichter synergistischer Effekt,
insbesondere in VM-CUB-1. Allerdings zeigte sich der Effekt auch in den HBLAK Zellen
und war insgesamt deutlich schwacher als nach PLX-Behandlung.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass die Alteration der DNA-Reparatur, die vor
allem nach der Einzelbehandlung mit PLX nachgewiesen werden konnte, in der Folge zu
einer Sensitivierung der Zellen gegentber Cisplatin fiihrt. Diese Sensitivierung zeigt sich
weniger stark in den HBLAK Zellen, was zu der geringen Alteration des HR- und NER-
Reparaturweges von HBLAK-Zellen nach der Einzelbehandlung passt.

4.2.2 Die Kombinationsbehandlung aus Talazoparib und PLX zeigt
synergistische Effekte auf die UCCs

Abweichend von der Standardtherapie mit Cisplatin gibt es in der Literatur Hinweise auf
weitere vielversprechende Kombinationsmoglichkeiten der epigenetischen Inhibitoren. Zu
nennen ware hier zum einen der PARP-Inhibitor (PARPi). Es konnte bereits ein
synergistischer Effekt zwischen dem PARPi Talazoparib und dem BETi I-BET762 unter
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Zellkulturbedingungen bei Krebszellen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms nachgewiesen
werden (Fiorentino et al., 2020). Der PARPI Talazoparib ist in den USA bereits fur die
Behandlung von mehreren Tumorentitaten zugelassen, die eine BRCA-Keimbahnmutation
aufweisen, wie z.B. das Ovarialkarzinom, das Mammakarzinom oder das Prostatakarzinom
(Hoy, 2018). In Deutschland ist Talazoparib bereits fur die Behandlung des HER2-
negativen, lokal fortgeschrittenen oder metastasierten Mammakarzinoms mit einer BRCA-
Keimbahnmutation und fir Behandlung des kastrationsrefraktdren, metastasierten
Prostatakarzinom in einer Kombination mit Enzalutamid, zugelassen (European Medicines
Agency, 2019).

In der Einzelbehandlung, ohne eine Kombination mit einem epigenetischen Inhibitor, zeigte
die Behandlung mit Talazoparib nur mafige Effekte auf Viabilitat der UCCs und HBLAK-
Zellen mit einem ICso vom 1 pM.

Die Kombination von PLX und Talazoparib zeigte im Viabilititsassay Uber 72h eine
deutliche Abnahme der Zellviabilitat durch die Kombinationsbehandlung im Vergleich zur
Einzelbehandlung. Auch zeigte sich eine synergistische Wirkung Uber alle
Konzentrationsstufen. Herauszustellen ist hier, dass die deutlichste synergistische Wirkung
bei der Zelllinie UM-UC-3 festzustellen war. Da diese Zelllinie weniger sensitiv gegenuber
einer PLX-Monobehandlung war, scheint die Kombinationsbehandlung Potenzial fur die
Uberwindung der Resistenzmechanismen von UM-UC-3 zu haben. Dies bedeutet eine
potenzielle Senkung der bendtigten Wirkstoffkonzentration zur effektiven Behandlung, was
zu einer Schonung von gesunden Zellen fuhren wirde. In den HBLAK Zellen zeigte sich
der synergistische Effekt weniger ausgepragt.

In der Langzeitproliferation war, selbst mit einer reduzierten Wirkstoffkonzentration, eine
Reduktion des Zellwachstums nach der Kombinationsbehandlung im Vergleich zur
Einzelbehandlung nachweisbar.

Hintergrund fir den gemessenen synergistischen Effekt der Kombinationsbehandlung kann
hier die Beeinflussung des HR- und NHEJ-Reparaturweges sein. Wie bereits im vorherigen
Kapitel dargestellt, hemmt PLX den HR-Reparaturweg, vor allem in UCCs. Zudem zeigt
sich ein Verlust von PARP 1 und PARP 2. Es konnte bereits durch Patel et al. gezeigt
werden, dass die Inhibition von PARP, und resultierend daraus eine Inhibition des NEHJ-
Reparaturweges, eine zytotoxische Wirkung auf Zellen mit einer HRR-Defizienz hat (Patel
et al., 2011).In diesem konkreten Fall kénnte die, durch Talazoparib ausgeldste, NHEJ-
Defizienz zu einer Akkumulation von DNA-Einzelstrangbriichen fliihren. Unrepariert kdnnen
aus Einzelstrangbrichen im weiteren Verlauf Doppelstrangbriiche hervorgehen. Durch die
von PLX ausgeldste HR-Defizienz kdnnen diese nicht mehr effizient repariert werden, was
in der Folge zum Zelltod fuhrt. Dieser Effekt wird als ,synthetische Letalitat” bezeichnet und
beschreibt eine Interaktion zwischen zwei Genen, von denen die Defizienz in einem der
Gene nicht letal fir die Zelle ist, die simultane Defizienz der beiden Gene ist jedoch letal fir
die Zelle (O'Neil et al., 2017). Dieser synergistische Effekt zwischen einem BETi und einem
PARPi wurde bereits in anderen Tumorentitdten beschrieben. Im Xenograft Modell des
ductalen Pankreaskarzinoms zeigte sich nach Behandlung mit JQ1 und dem PARPI
Olaparib eine Inhibition des Tumorwachstums. Zudem =zeigte sich eine erhdhte
Konzentration von yH2AX als Marker fir DNA-Schaden; dies ging einher mit der
gleichzeitigen verminderten Expression der DNA-Reparaturproteinen RAD51 und Ku80
(Miller et al., 2019).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass vor dem Hintergrund des oben beschrieben
Mechanismus der synthetischen Letalitat, die Kombination aus PLX und Talazoparib eine
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starke synergistische Wirkung auf die UCCs hat. Da die Synergie in den HBLAK Zellen
deutlich geringer war, scheint diese Synergie tumorspezifisch zu sein.

4.2.3 Die Kombinationsbehandlung aus Talazoparib und PLX zeigt weniger
starke synergistische Effekte auf die HBLAK Zellen

In den Viabilitdtsassays konnte eine tumorspezifische Synergie nachgewiesen werden,
wodurch diese tumorspezifische Synergie begriindet ist, bedarf weiterer Betrachtung. In
den HBLAK Zellen konnte im Western Blot nach PLX-Behandlung keine vermehrte PARP-
Spaltung, als Marker flir Apoptose festgestellt werden. Im Gegensatz dazu konnte bei den
UCCs nach PLX-Behandlung eine PARP-Spaltung nachgewiesen werden. Dies legt den
Schluss nahe, dass die toxische Wirkung von PLX bei den HBLAK Zellen, weniger Uber die
Induktion von Apoptose vermittelt wird als bei den UCCs. Diese divergente Reaktion auf
eine Behandlung mit PLX konnte bereits in Zellinien des anaplastischen
Schilddrisenkarzinoms nachgewiesen werde. Hier zeigte sich zwar ein reduziertes
Tumorwachstum bei, im Vergleich zum den UCCs, geringen Konzentration von PLX von 1
MM. Jedoch war auch hier die Apoptoseinduktion variabel abhangig von der Zelllinie (Zhu
et al., 2019). Eine geringe Apoptoserate in den HBLAK-Zellen, im Vergleich zu den UCCs
ware eine mogliche Erklarung fur die geringere Toxizitat. Einschrankend ist allerdings zu
beachten, dass in der zitierten Studie von Zhu et al. ausschlieBlich Karzinomzellen
verwendet wurden und keine benignen Kontrollen. Die vermehrte Apoptoseinduktion in den
UCCs im Vergleich zu den HBLAK Zellen, passt zu dem vermehrten Nachweis von
phosphoryliertem yH2AX in den UCCs nach Behandlung mit PLX. Es konnte gezeigt
werden, dass phosphoryliertes YH2AX, neben der Rekrutierung von Reparaturmolekilen
bei DNA-Doppelstrangbriichen, auch mit der Induktion von Apoptose assoziiert sein kann.
Es konnte nachgewiesen werden, dass yH2AX mit der caspase-aktivierten DNAase
interagiert und fur die Fragmentation und Degeneration der DNA, die im Rahmen der
Apoptose stattfindet, notwendig ist (Lu et al., 2006).

Auch  muss in diesem Zusammenhang Beachtung finden, dass die
Behandlungskonzentration, mit denen die HBLAK Zellen behandelt wurden, teilweise
unterhalb der halbletalen Dosis der HBLAK Zellen lagen, es ist also nicht geklart, inwiefern
eine Steigerung der Dosis zu einer vermehrten Abtdtung der Zellen oder Entwicklung einer
Synergie fihren wirde.

4.2.4 Die Kombinationsbehandlung aus Talazoparib und Romidepsin zeigt
sich der Kombinationsbehandlung aus Talazoparib und PLX unterlegen

In der kombinierten Behandlung mit Romidepsin und Talazoparib konnte eine solche
Synergie in den UCCs nicht nachgewiesen werden. Bei der Betrachtung der Wirkung von
Romidepsin in der Einzelbehandlung und dem Prinzip der synthetischen Letalitat als Ratio
fur die synergistische Wirkung von PLX und Talazoparib ist das ein erwartbares Ergebnis.
Nach der Einzelbehandlung mit ICso- Dosen Romidepsin war in der gPCR-Validierung keine
Herabregulierung von PARP 1 und 2 oder von BRCA 1 oder 2 nachzuweisen, sodass in der
Folge nicht von einer ausreichenden Hemmung des HR-Reparaturweges auszugehen ist.
In der Literatur gibt es zwar Hinweise, dass in gewissen Tumorentitaten, wie dem
Prostatakarzinom und dem Ewingsarkom, unter Zellkulturbedingungen eine
Kombinationsbehandlung aus einem PARPi und einem HDACi zu einer synthetischen
Letalitat und damit einer verbesserten Wirksamkeit der Wirkstoffe fiihrt (Ramos et al., 2023;
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Yin et al., 2018). Es ist jedoch fraglich, ob diese Ergebnisse unmittelbar auf die vorliegende
Fragestellung anwendbar sind, da es sich hier um andere Tumorentitdten handelt und
andere Wirkstoffe verwendet wurden.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im Folgenden nur die Kombination aus Talazoparib und
PLX in mehr Kombinationen und Konzentrationen weiter untersucht.

4.2.5 Sequenzielle Behandlung mit PLX/ TW09 und Cisplatin verbessert nicht
die Effektivitat der Behandlung

Basierend auf einer Arbeit von Zhang et al., wonach eine sequentielle Applikation von dem
epigenetischen Inhibitor TW09 und dem Chemotherapeutikum Gempcitabin im Vergleich zu
der simultanen Gabe einen zusatzlichen antiproliferativen Effekt auf Tumorzellen des
Pankreaskarzinom hatte (Zhang et al., 2020), wurde auch eine sequentielle Behandlung
der Zelllinien durchgefiihrt. Gemcitabin ist neben Cisplatin Bestandteil der Erstlinien beim
metastasierten Urothelkarzinom (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2020)). Bei TW09 handelt es sich um einen dualen BET/ HDAC-Inhibitor.

Die Untersuchungen wurden zum einen mit dem in der Originalarbeit verwendeten dualen
Inhibitor TWO09 durchgefihrt und zum anderen mit PLX. Bei keinem der
Wirkstoffkombinationen konnte der von Zhang et al. beschriebene synergistische
antitumortse Effekt reproduziert werden; es zeigte sich allerdings eine Verstarkung des
synergistischen Effektes in den HBLAK Zellen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine
sequenzielle Behandlung der Zellen nicht weiter untersucht.

4.2.6 Die Kombinationsbehandlung aus Talazoparib und PLX zeigt auch in
reduzierter Dosierung synergistische Effekte auf die UCCs

In den Kombinationsbehandlungen in dieser Arbeit hat sich die Kombination aus
Talazoparib und PLX als die wirksamste Kombination erwiesen, sodass diese Behandlung
folgend weiter untersucht wurde. Das Ziel flr eine mdgliche Kombinationsbehandlung ist
zum einen die effektive Abtétung der Tumorzellen und zum anderen die Schonung des
gesunden Gewebes. Letzteres ware durch den Synergieeffekt Gber eine Reduktion der
Dosis in der Behandlung zu erreichen. Um zu evaluieren, ob und in welchem Male der
synergistische Effekt, der in den vorhergegangenen Untersuchungen nachgewiesen wurde,
eine Reduktion der Dosis mdglich macht, wurden im Folgenden eine Behandlung mit einer
fur alle Zelllinien gleichen Dosis des epigenetischen Inhibitors und jeweils 1uM Talazoparib
durchgeflhrt.

In diesen Behandlungen zeigte sich trotz der reduzierten Dosierung von Talazoparib und
PLX weiterhin eine deutliche Reduktion der Zellviabilitdt. Die Dosierung von 1 uM
Talazoparib, lag bei allen Zelllinien unterhalb der ICso Konzentration. Dieses Ergebnis
zeigte sich sowohl bei der Langzeitproliferation wie auch bei der Kurzzeitproliferation.
Besonders bemerkenswert waren die Ergebnisse der Viabilitdtsanalyse der Zelllinie UM-
UC-3 nach Behandlung mit PLX und Talazoparib. Obwohl 4/5 Behandlungskonzentrationen
von PLX deutlich unter der zelllinienspezifischen ICso-Konzentration von 8 uM lagen, zeigte
sich bereits in den niedrigen Konzentrationsstufen eine deutliche Reduktion der Zellviabilitat
durch die Kombinationsbehandlung, auch wenn die angewendete PLX-Konzentration nur
1/16 des ICso betrugen. Auch bei den Zelllinien HBLAK und VM-CUB-1 zeigte sich eine
deutliche Abnahme der Zellviabilitat, obwohl keine so deutliche Uberlegenheit der
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Kombinationsbehandlung gegenilber der Einzelbehandlung deutlich wurde, wie bei UM-
UC-3. Es kann also gefolgert werden, dass eine Kombinationsbehandlung mit PLX und
Talazoparib und der daraus entstehende Synergismus der Wirkstoffe eine deutlich
effektivere Abtotung der Tumorzellen bewirkt und somit eine deutliche Dosisreduktion
erlauben wurde. Es bleibt noch offen, ob eine Konzentration gefunden werden kann, die die
HBLAK Zellen in groRen Teilen schont und gleichzeitig eine ausreichende Abtétung der
UCCs bewirkt. Hierfir muissten folgend noch Experimente mit niedrigeren
Wirkstoffkonzentrationen durchgeflihrt werden und perspektivisch auch noch andere
benigne Kontrollen untersucht werden.

Ein deutlicher Effekt auf beide UC-Zelllinien durch die Kombinationsbehandlung mit PLX
und Talazoparib war auch auf die Langzeitproliferation nachweisbar. Hier zeigte sich
sowohl bei VM-CUB-1 wie auch bei UM-UC-3 eine deutliche Inhibition der
Langzeitproliferation im Vergleich zu den Einzelbehandlungen nach 14 Tagen. Hier ist nach
14 Tagen das Zellwachstum fast vollstandig unterdrickt.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass die Kombination aus PLX und Talazoparib
auch in reduzierter Dosis weiterhin effektiv zu einer Abtétung von Tumorzellen fihrt und
sowohl die Kurzzeit- wie auch die Langzeitproliferation hemmt.

4.2.7 Die Kombinationsbehandlung aus Talazoparib und PLX induziert
Apoptose und induziert ein G2/M-Arrest in den UCCs

Weiterfihrend wurde mittels FACS-Analyse die Wirkung auf Apoptoseinduktion und
Zellzyklusregulierung weiter untersucht. Zum Vergleich wurde die ebenfalls synergistische
Kombinationsbehandlung aus PLX und Cisplatin untersucht.

Bei den Apoptosemessungen zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen der
Kombinationsbehandlung mit Talazoparib, verglichen mit der Kombinationsbehandlung mit
Cisplatin. Bei Talazoparib zeigte sich in den UCCs ein deutlicher Anstieg der frGhen und
spaten Apoptose; diese zeigte sich deutlich weniger in HBLAK. Das steht im Kontrast zu
der Behandlung mit Cisplatin; hier zeigt sich in HBLAK von allen drei Zelllinien die
deutlichste Induktion der Apoptose. Das hangt am ehesten mit der Empfindlichkeit von
HBLAK Zellen gegenuber Cisplatin zusammen, es zeigte sich namlich schon in der
Einzelbehandlung mit Cisplatin eine deutliche Zunahme der Zellfraktion in der spaten
Apoptose. Gleichzeitig zeigt die Behandlung mit Cisplatin einen deutlich geringeren Effekt
auf die UCCs.

Ein vergleichbarer Effekt zeigte sich in der Zellzyklusanalyse. Hier zeigten sich fir die
UCCs, vor allem bei UM-UC-3, ein deutlicher G2/M-Arrest der Zellen durch die
Kombinationstherapie mit Talazoparib. Bei den HBLAK-Zellen lie} sich dieser Effekt nicht
in derselben Auspragung beobachten. Ein umgekehrtes Bild zeigte sich wieder bei der
cisplatinhaltigen Kombinationsbehandlung. Hier reagierten die HBLAK-Zellen mit einem
deutlichen G2/M-Arrest, wahrend die UCCs deutlich geringe Alterationen im Zellzyklus
aufwiesen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Kombination aus Talazoparib und PLX in
diesem Falle zum einen die deutlich schonendere Kombination fur die normalen HBLAK
Zellen war und zum andern, in Hinblick auf Apoptoseinduktion und
Zellzyklusveranderungen, die deutlich groRere Wirkung auf die UCCs, insbesondere UM-
UC-3 hatte.
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4.3 Schlussfolgerung: Epigenetische Inhibitoren sensitivieren UCCs fiir eine
Behandlung mit Cisplatin und PARPi

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass epigenetische Inhibitoren, insbesondere der
BETi PLX, das Potenzial haben, UCCs gegenuber einer cisplatinhaltigen Therapie zu
sensitivieren. Allerdings zeigte sich in diesem Zusammenhang weiterhin das Problem der
starken Toxizitdt der Therapie gegenltber normalen Urothelzellen. Weiterhin konnte
nachgewiesen werden, dass PLX in einer simultanen Behandlung UCCs durch eine
Veranderung der DNA-Reparaturmechanismen und Induktion von BRCAness flr eine
Therapie mit einem PARPI sensitivieren kann. Dieses wirde eine Behandlung von nicht
BRCA-mutierten Tumoren mit einem PARPi ermdglichen. Diese Behandlung zeigt sich in
den UCCs hoch synergistisch, gleichzeitig wirkte sie deutlich weniger toxisch auf die
Kontrollzelllinie. In dieser Kombination kénnte ein vielversprechender neuer
Therapieansatz liegen, der im nachsten Schritt in vivo am Mausmodell weiter untersucht
werden sollte.
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