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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Urothelkarzinom (UC) stellt den haufigsten Subtyp des Harnblasenkarzinoms dar und
ist in fortgeschrittenen Stadien mit einer schlechten Uberlebensprognose assoziiert. Einen
bedeutenden Therapiebaustein stellen Chemotherapeutika, allen voran Cisplatin, dar, die
jedoch mit zahlreichen Nebenwirkungen sowie Resistenzbildung einhergehen. Diese
Umstidnde unterstreichen den Bedarf nach neuen Therapieoptionen fiir das UC. Studien
haben gezeigt, dass die Fehlregulation der Apoptose, wie der B-cell lymphoma 2 (BCL-2)-
Familie sowie der inhibitor of apoptosis (IAP)-Gruppe, an der Entstehung von
Krebserkrankungen beteiligt sind und die Ausbildung von Therapieresistenzen begiinstigen.
Dariiber hinaus spielen epigenetische Verdnderungen eine Rolle, die mannigfaltig sind und
die Aberration von Histondeacetylasen (HDACs) einschlieBen. Der Einsatz epigenetischer
Inhibitoren (EPIis) kann hier Abhilfe schaffen. Im UC sind die Fehlregulation der Apoptose
sowie der Effekt von EPlis noch nicht in Génze verstanden. Mithilfe dieser Arbeit sollte das
Wissen um apoptotische sowie epigenetische Verdnderungen im UC erweitert und genutzt
werden, um potentere Therapien zu finden. Dazu wurden zunédchstmit Hilfe der quantitativen
Real-Time PCR (qRT-PCR) und der Western-Blot-Analyse das Niveau verschiedener
Apoptosefaktoren der BCL-2-Familie sowie der IAP-Gruppe in UC-Zelllinien (UCCs),
Cisplatin resistenten Sublinien (LTTs) und Kontrollzelllinien bestimmt. Hier zeigte sich,
dass pro- und antiapoptotische Faktoren im UC zelllinien- und faktorabhéngig aberrant
vorliegen. In der Tendenz wurden antiapoptotische Faktoren {iiberexprimiert. Eine
Behandlung mit EPIis verdanderte die Expression der Apoptosefaktoren sowohl in Richtung
einer vermehrten als auch einer verminderten Synthese. Die induzierten Verdnderungen
variierten in Abhéngigkeit von dem verwendeten epigenetischen Inhibitor. Dariiber hinaus
wurde das Niveau weiterer am Zelltod beteiligten Faktoren verdndert, wie z.B. von Caspasen
und Hitzeschockproteinen, was sich anhand eines durchgefiihrten Apoptose Protein Arrays
zeigen lie. Um die Wirksamkeit von HDACis in Kombination mit BCL-2-Inhibitoren
(BCL-2is) auf die Zelltodinduktion zu untersuchen, wurden MTT-Tests durchgefiihrt, die
zeigten, dass sich der BCL-2-Inhibitor (BCL-2i) Navitoclax aufgrund seiner Toxizitdt
gegeniiber normalem Harnblasengewebe fiir die Behandlung des UC nicht eignete. In
Kombination mit Venetoclax zeigten sich teils synergistische Effekte. Der Effekt von EPlis
und HDAC-Small interfering RNA (siRNA) auf die Zelltodform in UCCs wurde
durchflusszytometrisch untersucht und ergab, dass UCCs nach einer Behandlung vorrangig
durch eine Mischung von Apoptose und Nekrose zugrunde gingen. Das Zellsterben war u.a.
auf die Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen zuriickzufiihren, was mittels
Fluoreszenzfiarbung nachgewiesen wurde. Der kombinierte Knockdown von HDACI1 und
HDAC?2 zeigt eine stirkere zelltodinduzierende Wirkung als der einzelne Knockdown dieser
Enzyme. HDACis hatten eine stirkere zelltodinduzierende Wirkung als HDAC-siRNA
AbschlieBend ldsst sich sagen, dass die Fehlregulation von Apoptosefaktoren im UC die
Therapie erschweren und zur Resistenzausbildung fithren kann. Die Verwendung von EPIis,
eventuell gepaart mit weiteren Medikamenten, konnte Abhilfe leisten.



Summary

Summary

Urothelial carcinoma (UC) is the most common subtype of bladder cancer and is associated
with a poor survival prognosis in advanced stages. Chemotherapeutic agents, above all
cisplatin, represent an important therapeutic component, but are associated with numerous
side effects and the development of resistance. These circumstances emphasise the need for
new treatment options for UC. Studies have shown that the dysregulation of apoptosis, such
as the B-cell lymphoma 2 (BCL-2) family and the inhibitor of apoptosis (IAP) group, is
involved in the development of cancer and favours the development of resistance to therapy.
In addition, epigenetic changes play a role, which are manifold and include the aberration of
histone deacetylases (HDAC:Ss). The use of epigenetic inhibitors (EPIis) can provide a remedy
here. In UC, the dysregulation of apoptosis and the effect of EPIlis are not yet fully
understood. With the help of this work, the knowledge of apoptotic and epigenetic changes
in UC should be expanded and used to find more potent therapies. To this end, quantitative
real-time PCR (qQRT-PCR) and Western blot analysis were used to determine the level of
various apoptosis factors of the BCL-2 family and the IAP group in UC cell lines (UCCs),
cisplatin-resistant sublines (LTTs) and control cell lines. This showed that pro- and anti-
apoptotic factors are aberrantly present in the UC depending on the cell line and factor. There
was a tendency for anti-apoptotic factors to be overexpressed. Treatment with EPIis altered
the expression of apoptosis factors in the direction of both increased and decreased synthesis.
The induced changes varied depending on the epigenetic inhibitor used. In addition, the level
of other factors involved in cell death, such as caspases and heat shock proteins, was altered,
as demonstrated by an apoptosis protein array. To investigate the efficacy of HDACis in
combination with BCL-2 inhibitors (BCL-2is) on cell death induction, MTT tests were
performed which showed that the BCL-2 inhibitor (BCL-21) navitoclax was not suitable for
the treatment of UC due to its toxicity to normal urinary bladder tissue. In combination with
venetoclax, synergistic effects were seen in some cases. The effect of EPlis and HDAC-
Small interfering RNA (siRNA) on cell death in UCCs was analysed by flow cytometry and
revealed that UCCs died primarily by a mixture of apoptosis and necrosis after treatment.
The cell death was partly due to the induction of DNA double-strand breaks, which was
detected by fluorescence staining. The combined knockdown of HDAC1 and HDAC2 shows
a stronger cell death-inducing effect than the individual knockdown of these enzymes.
HDAUC:s had a stronger cell death-inducing effect than HDAC-siRNA In conclusion, it can
be said that the misregulation of apoptosis factors in UC can complicate therapy and lead to
the development of resistance. The use of EPIis, possibly paired with other drugs, could
provide a remedy.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Harnblasenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Klassifikation

Die Harnblase ist ein muskuldres Hohlorgan, das im menschlichen Korper fiir die
Harnspeicherung und -entleerung sorgt (Andersson & Arner, 2004). Ihre malignen
Erkrankungen werden héufig unter dem Begriff des Harnblasenkarzinoms (Harnblasen-CA)
zusammengefasst (Chalasani et al., 2009), das weltweit zu den zehn héufigsten
Krebserkrankungen gehort (Sung et al., 2021). In Deutschland belegte das Harnblasen-CA
im Jahr 2020 Platz zwo6lf der am weitesten verbreiteten bosartigen Neubildungen bei der
Frau und Platz vier beim Mann. Im selben Jahr wurden in der Bundesrepublik rund 31.000
Harnblasen-CAs neu diagnostiziert und ca. 5.800 Todesfélle verzeichnet, die im
Zusammenhang mit der Erkrankung standen (Robert Koch Institut, 2023). Das Harnblasen-
CA tritt gehduft in Europa und Nordamerika auf (Sung et al., 2021) und betrifft vorrangig
Minner, die mit einer viermal hoheren Wahrscheinlichkeit daran erkranken als Frauen (Cook
et al., 2009). Neben dem Geschlecht spielt das Alter eine pradisponierende Rolle, denn das
Harnblasen-CA findet sich vorrangig im geriatrischen Behandlungs-Setting wieder. Im Mittel
belduft sich das Alter bei Diagnosestellung fiir Méanner auf 75 Jahre, Frauen sind im Schnitt
zwei Jahre édlter (Robert Koch Institut, 2023). Obwohl Alter und Geschlecht wichtige
pradisponierende Faktoren darstellen, gelten das Vorliegen einer Raucherhistorie bzw. der
aktive Konsum als relevanteste Risikofaktoren (Freedman et al., 2011). Neben personlichem
Leid geht das Harnblasen-CA mit groBen finanziellen Herausforderungen fiir das

Gesundheitssystem einher (Mossanen & Gore, 2014).

Wie eingangs erwéhnt, stellt die Bezeichnung des Harnblasen-CA einen Sammelbegriff fiir
verschiedene maligne Erkrankungen der Harnblase dar. 90 % entfallen auf das
Urothelkarzinom (UC). Die restlichen 10 % setzen sich aus dem basal-squamdsen Subtyp
sowie seltenere Formen zusammen (Chalasani et al., 2009). Das Harnblasen-CA kann lokal
begrenzt, aber auch infiltrativ wachsen. Die Stadieneinteilung erfolgt nach der Tumor node
metastasis (TNM)-Klassifikation, wobei das ,,T* die TumorgréBe beschriebt, ,,N*“ den
Lymphknotenbefall und ,,M* den Metastasierungsgrad definiert. Ab dem Stadium pT2 ist
von einem muskel-invasiven Harnblasen-CA die Rede (Cheng et al., 2009), auf das rund 30
% aller Harnblasen-CAs entfallen (Saginala et al., 2020). Es geht mit einer besonders
schlechten Prognose einher (Kang et al., 2015). Aufgrund der Haufigkeit des UC werden im

weiteren Verlauf die Begriffe ,,UC* und ,,Harnblasen-CA“ synonym verwendet.
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1.1.2 Diagnostik, Therapie und Prognose

Zu den Red flags, die auf ein UC hindeuten, zdhlen der Nachweis von Blut im Urin
(Hamaturie) sowie unspezifische Symptome, wie Bauchschmerzen oder erschwertes
Wasserlassen (Shephard et al., 2012). Bislang steht kein Testverfahren zur Verfiigung, das
die zuverléssige Fritherkennung eines UC ermdglicht (Cumberbatch & Noon, 2019). Im
Verdachtsfall gilt die Harnblasenspiegelung, im Rahmen derer Gewebeproben fiir die finale

Diagnosestellung gewonnen werden, als empfohlenes Procedere (Powles et al., 2021).

Die Therapie des UC richtet sich nach seinem Invasionsgrad: Lokal begrenzte CA werden
minimalinvasiv behandelt. Thre Entfernung iiber die Harnrohre, die sog. Transurethrale
Resektion des Blasentumors (TURBT), stellt dabei das Standardprozedere dar. Thr schlief3t
sich hdufig eine lokale Chemotherapie an (Hall et al., 2007). Die Entfernung des invasiven
UC gestaltet sich aufwindiger und beinhaltet neben der Durchfiihrung einer neoadjuvanten
Chemotherapie hidufig die operative Entfernung der Harnblase. Im Rahmen der
neoadjuvanten Chemotherapie konnen gingige Chemotherapeutika, darunter Cisplatin,
Verwendung finden, aber auch neuere Medikamente eingesetzt werden. Zu diesen zéhlen die
Immuncheckpoint-Inhibitoren (Niegisch et al., 2022) oder Antikorper-Konjugate (ADCs)
(Kim & Chang, 2022). Eine Behandlung mit Cisplatin geht mit zahlreichen, teils
gravierenden Nebenwirkungen einher (Florea & Biisselberg, 2011) und zeigt dariiber hinaus
in verschiedenen Tumorentititen nur marginale therapeutische Erfolge (Dasari &
Tchounwou, 2014). Erschwerend kommt hinzu, dass die Ausbildung einer Cisplatinresistenz

im UC héaufig beobachtet wird (Buttigliero et al., 2017).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate von Patienten, die an einem UC leiden, variiert in Abhéingigkeit
von dessen Invasionsgrad: Patienten mit einem lokal begrenzten Tumorwachstum weisen
eine durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate von 70 % auf. Wiichst das UC jedoch stark
infiltrativ und geht mit der Bildung von Metastasen einher, so sinkt die 5-Jahres-

Uberlebensrate auf lediglich 5 % (Siegel et al., 2018).

1.2 Die Apoptose

1.2.1 Grundlagen der Apoptose: Caspasen und ihre Funktion

Die Apoptose, auch als programmierter Zelltod bezeichnet, kann basierend auf ihrem
Aktivierungsmodus in zwei Typen unterteilt werden, die als intrinsische sowie extrinsische
Form bezeichnet werden (Pfeffer & Singh, 2018). Bedeutende Apoptosestimili stellen
Schiden der Desoxyribonukleinsdure (DNA) (Bartkova et al., 2005) oder Zellgifte
(Jamshidi-Adegani et al., 2022) dar. Im Verlauf der Apoptose treten charakteristische
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Verianderungen der Zellgestalt auf. Diese beinhalten die ,,Kondensation des Zellkerns und
des Zytoplasmas und die Fragmentierung der Zelle in eine Reihe von membrangebundenen,
ultrastrukturell gut erhaltenen Fragmenten®. Diese werden final durch spezialisierte Zellen
entfernt, wodurch eine Entziindungsreaktion ausbleibt (Kerr et al., 1972). Die Apoptose gilt
als ein iiberlebensnotwendiger Vorgang (Thompson, 1995), fiir dessen Ablauf die Caspasen
essenziell sind (Hua et al., 2013; Zuo et al., 2020). Bei ihnen handelt es sich um
proteinspaltende Enzyme, deren katalytische Domédne Cystein aufweist und die Substrate
hinter Aspartatresten spalten (Earnshaw et al., 1999). Im menschlichen Korper konnten bis
heute zwolf verschiedene Caspasen identifiziert werden, die sich drei Gruppen zuordnen

lassen (Shalini et al., 2014):

1. Initiatorcaspasen: Caspasen 2, 8, 9, 10;
2. Effektorcaspasen: Caspasen 3, 6, 7;

3. Inflammatorische Caspasen: Caspasen 1, 4, 5, 11, 12.

Die Caspasen liegen als inaktive Vorldufer im Zytoplasma vor (Earnshaw et al., 1999). Thre
Aktivierung erfolgt mittels Proteolyse durch die Initiatorcaspasen (Stennicke & Salvesen,

1999), die wiederum durch proapoptotische Stimuli aktiviert werden (Bao & Shi, 2006).

1.2.2 Die extrinsische Apoptose

Die extrinsische Apoptose wird durch duBere Reize getriggert, die vielgestaltig sein konnen
(Rehemtulla et al., 1997; Zhou et al., 2017) und durch die Interaktion von Liganden mit
spezialisierten Rezeptoren auf der Zelloberfliche ins Innere fortgetragen werden. Die
,»lodesrezeptoren (DRs) gehoren der Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptorfamilie an®. Thr
Name geht auf eine intrazellulér lokalisierte Todesdoméane (DD) zuriick (Ashkenazi & Dixit,
1998). Die DD ermoglicht die Interaktion der DRs mit Adapterproteinen, darunter Tumor
Necrosis Factor Receptor Type 1 Associated Death Domain Protein (TRADD), das zu
Beginn der extrinsischen Apoptose an die DRs rekrutiert wird (Hsu et al., 1995). TRADD
besitzt ebenfalls eine DD, {iber die es im nédchsten Schritt Fas-Associating Death Domain-
Containing Protein (FADD) bindet (Bender et al., 2005). ,,FADD verfiigt liber eine
Todeseffektordoméne (DED)“ (Chinnaiyan et al., 1995), die unter anderem (u.a.) der
Rekrutierung von Pro-Caspase 8 dient (Carrington et al., 2006). Der Komplex aus DR,
Adapterproteinen sowie Pro-Caspase 8 wird als death inducing signaling complex (DISC)
bezeichnet und ermoglicht die Aktivierung der Caspase (Kischkel et al., 1995). Caspase 8
gehort der Gruppe der Initiatorcaspasen an und ist als solche fiir die Aktivierung der

Effektorcaspasen notwendig (Shalini et al., 2014). Die Umsetzung von Pro-Caspase § zu
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Caspase 8 kann durch cellular FLICE-like inhibitory protein (cFLIP) unterbunden werden
(Chang et al., 2002). Die Mitglieder der inhibitor of apoptosis (IAP)-Gruppe, reprisentiert
durch X-Linked Inhibitor of Apoptosis (XIAP), filhren zu dem Funktionsverlust der
Effektorcaspasen, darunter 3 und 7 (Scott et al., 2005). Bedeutende Vertreter der IAPs stellen
Baculoviral IAP Repeat Containing 5 (BIRCS) (Ambrosini et al., 1997) sowie Baculoviral
IAP Repeat Containing 3 (BIRC3) (Roy et al., 1997) dar. Ein weiteres Protein, das
maligeblich an der extrinsischen Apoptose beteiligt ist, ist Death-associated protein 6
(DAXX). Dieses nimmt in Bezug auf die Apoptose die Rolle eines Zwitters ein. Als solcher
unterstiitzt es proapoptotische Stimuli iiber den c-JUN-N-terminale Kinase (JNK)-Weg
(Yang et al., 1997), hat aber auch antiapoptotische Effekte (Chen & Chen, 2003). Obwohl
der extrinsischen und intrinsischen Apoptose in dieser Arbeit unterschiedliche
Textabschnitte gewidmet sind, greifen sie in der Realitdt ineinander. Die im Rahmen der
extrinsischen Apoptose aktivierte Caspase 8 wandelt BH3 interacting domain death agonist
(BID) in truncated BID (tBID) um (Li et al., 1998), das sowohl Bc/-2 associated X protein
(BAX) aktiviert (Eskes et al., 2000) als auch Bcl-2 homologous antagonist (BAK) stimuliert
(Wei et al., 2000). Beide sind fiir die Freisetzung von Cytochrom c aus dem Mitochondrium
notwendig. Ein Prozess, der zu den entscheidendsten Schritten der Apoptose zéhlt (Wei et

al., 2001).

1.2.3 Die intrinsische Apoptose

Im Gegensatz zur extrinsischen Apoptose wird die intrinsische Form durch innere Reize
angestoBen (Zaman et al., 2014). Da das Mitochondrium eine wichtige Rolle in der
intrinsischen Apoptose spielt, wird diese gemeinhin auch als mitochondriale Apoptose
bezeichnet (Pfeffer & Singh, 2018). Im Verlauf der intrinsischen Apoptose wird die dullere
Mitochondrienmembran durchlochert (Von Ahsen et al.,, 2000). Ein Vorgang, der als
mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP) Einzug in die Lehrbiicher
gehalten hat und héufig als wichtigster Schritt der Apoptose angesehen wird (Pfeffer &
Singh, 2018). Essenziell fiir die Permeabilisierung der Mitochondrienmembran sind die
porenbildenden Proteine BAX und BAK (Wei et al., 2001), die die Freisetzung von
Cytochrom c¢ gewihrleisten. Dieses bildet unter Beteiligung von apoptotic protease
activating  factor 1 (Apaf-1) und Desoxyadenosintriphosphat (dATP) einen
Zusammenschluss (Li et al., 1997), das als Apoptosom bezeichnet wird (Yuan et al., 2010).
Uber Caspase-Rekrutierungsdominen (CARDs) vermag das Apoptosom mit Pro-Caspase 9
in Interaktion zu treten (Zou et al., 1997) und diese zu aktivieren. Die entstehende

einsatzbereite Initiatorcaspase stimuliert die Bildung von Effektorcaspasen, namentlich
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Caspase 3 (Bratton et al., 2001). Neben Cytochrom ¢ wird auch Smac/DIABLO aus dem
Mitochondrium freigesetzt, das die Mitglieder der [AP-Gruppe hemmt und auf diese Weise
die intrinsische Apoptose ankurbelt (Du et al., 2000). Beide Substanzen mitochondrialen
Ursprungs kénnen durch B-cell lymphoma 2 (BCL-2) oder B-cell lymphoma-extra large
(BCL-XL) gehemmt werden. Dies geschieht durch die Inhibition der Porenbildner BAX und
BAK, wodurch die MOMP verhindert wird (Cheng et al., 2001). Induced myeloid leukemia
cell differentiation protein (MCL-1) tritt mit BAK in Kontakt und unterdriickt dessen
Funktion (Willis et al., 2005). B-cell lymphoma-extra short (BCL-XS) ist eine Splicing-
Variante von BCL-XL und wirkt proapoptotisch, indem es antiapoptotische Faktoren hemmt

(Boise et al., 1993).

Die Ablaufe der intrinsischen und extrinsischen Apoptose sind in Abbildung 1 dargestellt.

Intrinsische Apoptose Extrinsische Apoptose
DNA-Schaden, Zytotoxine,
Wachstumsfaktormangel etc. Réntgenstrahlung etc.

z.B. BAD, BCL-XS, BIM

(PAXX )
T
[

/
@ytochroma @nacmms@ — --

2

6paf—1 , dATP, Pro-Caspase)

Abb. 1: Eigene Darstellung der intrinsischen und extrinsischen Apoptose. Die proapoptotischen
Faktoren werden griin hervorgehoben, die antiapoptotischen Faktoren rot. Weitere fools der
Apoptose sind grau unterlegt.
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1.2.4 Die BCL-2-Proteinfamilie

Die BCL-2-Familie stellt eine Proteingruppe dar, die maf3geblich an der Apoptose mitwirkt
(Petros et al., 2004). Thre Bezeichnung geht auf BCL-2 zuriick, das als erster Vertreter der
Gruppe in den 1980er Jahren identifiziert wurde (Tsujimoto et al., 1984). Heute sind mehr
als 20 Mitglieder bekannt, die sowohl pro- als auch antiapoptotische Komponenten umfassen
und sich in drei Gruppen einteilen lassen (Petros et al., 2004). Aus didaktischen Griinden
werden in der folgenden Ubersicht lediglich die BCL-2-Familienmitglieder aufgefiihrt, die

in dieser Arbeit untersucht wurden oder Erwidhnung finden:

1. Antiapoptotische Proteine: BCL-2, BCL-XL, MCL-1, BCL-W;
2. Proapoptotische Multidoménen-Proteine: BAX, BAK;
3. Proapoptotische BH3-only Proteine: BAD, BID, BCL-XS, BIM, PUMA, NOXA.

Sie weisen strukturelle Gemeinsamkeiten auf, die sich vorrangig in dem Vorhandensein
mindestens einer BCL-2 homologen Doméne (BH-Doméne) widerspiegeln. Von diesen sind
vier bekannt, die numerisch geordnet als BHI bis BH4 bezeichnet werden. Das Gros der
antiapoptotischen Proteine setzt sich aus vier BH-Doméanen zusammen (Petros et al., 2004),
wobei Ausnahmen vorkommen. Eine solche stellt z.B. MCL-1 dar, das sich morphologisch
von dem Namensgeber der BCL-2-Familie unterscheidet (Kozopas et al., 1993). Die
proapoptotischen Multidoméanen-Proteine setzen sich aus den BH-Domidnen 1 bis 3
zusammen, wihrend die BH3-only Proteine nur mit BH3 aufwarten (Huang & Strasser,
2000). Die BCL-2-Familienmitglieder konnen miteinander in Interaktion treten.
Interaktionen sind sowohl zwischen pro- und antiapoptotischen Vertretern moglich (Oltval
et al., 1993) als auch innerhalb einer Gruppe, was sich anhand der proapoptotischen
Multidoménen-Proteine zeigen lasst (Wei et al., 2001). Schon frith wurde die BH3-Doméne
als Grundvoraussetzung fiir die Wechselwirkungen identifiziert (Chittenden et al., 1995),
genauso wie eine von den BH-Dominen gebildete Bindungstasche (Petros et al., 2004).
Infolge der Interaktionen kann es zu einer Inaktivierung von proapoptotischen durch
antiapoptotische Faktoren kommen (Yin et al., 1994). Dariiber hinaus konnen z.B. die BH3-
only Proteine antiapoptotische Faktoren hemmen oder proapoptotische Familienmitglieder
aktivieren. Die Wechselwirkungen zwischen den BCL-2-Familienmitgliedern sind von
grofer Relevanz und entscheidend fiir das Schicksal einer jeden Zelle. Die Devise lautet:

,Leben oder Tod* (Adams & Corey, 2001).

Die BCL-2-Familienmitglieder sind in verschiedenen Zellkompartimenten lokalisiert: Die
antiapoptotischen Vertreter liegen bevorzugt im Bereich von Zellorganellen vor, wéihrend

die proapoptotischen Faktoren frei flottieren (Petros et al., 2004) und erst auf einen
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proapoptotischen Stimulus hin an die Mitochondrien mobilisiert werden (Wolter et al.,

1997).

1.2.5 BH3-Mimetika

BH3-Mimetika stellen Medikamente dar, die den BH3-only Proteinen nachempfunden sind.
Sie treten mit den proapoptotischen Mitgliedern der BCL-2-Familie in Konkurrenz um die
hydrophobe Bindungstasche der antiapoptotischen Komponenten. Auf diese Weise
reduzieren sie die Wahrscheinlichkeit flir Proteininteraktionen, die zu einer Inaktivierung
von proapoptotischen Faktoren fithren wiirden. Dadurch wird die Propapoptose gefordert
(Merino et al., 2018). Manche BH3-Mimetika konnen selektiv einzelne Vertreter der BCL-
2-Familie targetieren. Sie umfassen Inhibitoren von BCL-2 (Souers et al., 2013), MCL-1
(Tron et al., 2018) sowie BCL-XL (Wang et al., 2020). Dariiber hinaus existieren pan-BCL-
2-Inhibitoren (BCL-2is), wie z.B. ABT-737, das ein BH3-Mimetikum der ersten Stunde
darstellt und BCL-2, BCL-XL sowie Bcl-2-like protein 2 (BCL-W) in den Fokus nimmt
(Oltersdorf et al., 2005). Infolge von umfassenden Verstoffwechselungsprozessen nach der
oralen Einnahme (Tse et al., 2008), erscheint ABT-737 fiir den klinischen Gebrauch als
wenig praktikabel.

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von Navitoclax und Venetoclax im UC untersucht.
Navitoclax stellt eine Weiterentwicklung von ABT-737 dar und hemmt als solche ebenfalls
BCL-2, BCL-XL sowie BCL-W (Tse et al., 2008). Uber die Hemmung von BCL-XL fiihrt
Navitoclax einen Blutpldttchenmangel herbei, was mit potenziellen Risiken fiir die
Patientlnnen einhergeht (Rudin et al., 2012). Bis dato hat Navitoclax noch keine
Marktzulassung erhalten (Potluri et al., 2020). Im Rahmen weiterer Forschungsaktivitidten
konnte aus Navitoclax Venetoclax synthetisiert werden, das einen selektiven BCL-2-
Inhibitor (BCL-21) darstellt. Da in diesem Fall die Hemmung von BCL-XL unterbleibt,
resultiert eine Behandlung mit Venetoclax nicht in einem Blutplittchenmangel (Souers et
al., 2013). Venetoclax ist seit 2016 fiir die Behandlung der chronisch lymphatischen
Leukidmie (CLL) zugelassen (Deeks, 2016).

Experimente in der CLL haben gezeigt, dass die Kombination aus dem BH3-Mimetikum
ABT-737 und weiteren Medikamenten effektiv antitumords wirkt (Mason et al., 2009).
Dieses Wissen konnte als Grundlage fiir die Erforschung weiterer Wirkstoftkombinationen

dienen.
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1.2.6 Die Fehlregulation der Apoptose im UC

Den Mitgliedern der BCL-2-Familie kommen verschiedene Rollen in der Entwicklung des
UC zu. So fithrt BCL-2, der Namensgeber der Gruppe, nicht nur zu einer Hemmung der
Apoptose (Lipponen et al., 1996), sondern auch zur Resistenzausbildung (Cho et al., 2006).
Die Rolle von BCL-2 im Speziellen wird im UC ambivalent bewertet. Wiahrend zum einen
konstatiert wird, dass es keinen Zusammenhang zwischen der Expression des Faktors und
dem Tumorgrad gibt (Korkolopoulou et al., 2002), berichten andere Studien von einer
vermehrten BCL-2-Expression mit zunehmendem Malignitétsgrad (King et al., 1996; Li et
al., 1998). Neben BCL-2 ist auch eine Uberexpression von BCL-X im UC vorbeschrieben,
die beide Splice-Varianten betrifft (Kirsh et al., 1998). Die Expression von BCL-XL kann
mit einer verkiirzten Uberlebenszeit betroffener Patientlnnen in Verbindung gebracht
werden (Yoshimine et al., 2013). Die Expression von BAX hingegen wirkt sich forderlich
auf die Lebenserwartung aus (Hussain et al., 2003).

Neben der BCL-2-Familie ist auch die IAP-Gruppe mafB3geblich an der Entstehung des UC
beteiligt. Die Expression von X-Linked Inhibitor of Apoptosis (XIAP) wurde mit einer
erhdhten Uberlebenstendenz von UC-Zelllinien (UCCs) in Verbindung gebracht (Bilim et
al., 2003), ein hohes Livin-Level wurde in Zusammenhang mit der Progression von
oberflachlichem Blasenkrebs gestellt (Gazzangiga et al., 2003). Das Vorhandensein von
BIRCS ist mit einem erhdhten Rezidivrisiko assoziiert (Swana et al., 1999). Nachgewiesen
werden konnten im UC dariiber hinaus auch deutlich erhohte Werte der 1APs cellular

inhibitor of apoptosis protein 1 (CIAP1) sowie von BIRC3 (Yin et al., 2006).

1.3 Epigenetik

1.3.1 Epigenetische Mechanismen und ihre Einflussfaktoren

Der Begriff , Epigenetik fand erstmals 1942 Erwédhnung (Waddington, 1942) und
beschreibt ,,jeden Prozess, der die Genaktivitit verdndert, ohne die DNA-Sequenz zu
verdndern” (Weinhold, 2006). Die epigenetischen Mechanismen sind vielfdltig und
schlieBen neben Methylierungs- und Acetylierungsprozessen (Allfrey et al., 1964) auch
Bromodoménen mit ein, die als Kontaktstelle fiir Transkriptionsfaktoren fungieren oder die
Chromatinstruktur auflockern und so die Transkription ermoglichen (Zaware & Zhou, 2020).
Umwelteinfliisse konnen die Epigenetik des Menschen verdndern und umfassen z.B.
bestimmte Erndhrungsgewohnheiten (Greco et al., 2019) oder prigende Lebenserfahrungen
(Jiang et al., 2019). Interessanterweise konnen epigenetische Modifikationen von einer

Generation zur anderen tradiert werden (Reik et al., 2001).
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Abbildung 2 zeigt eine Ubersicht der in dieser Arbeit untersuchten epigenetischen
Modifikationen. Detailliertere Ausfiihrungen sind den folgenden Textabschnitten zu

entnehmen.

DNA-Methylierung

Wer? DNMTs (Im Menschen: DNMT1, DNMT3A, DNMT3B)

Wie? Methylierung der DNA-Basen Adenin und Cytosin

Was? Stummschaltung von Genen (z.B. Tumorsuppressorgenen)

Inhibition? Decitabin; Zulassung 2012 durch die EMA fur die AML >65 Jahre; Einbau
als Pyrimidin-Analogon in die DNA

Histon-Deacetylierung

Wer? HDACs (Im Menschen: verschiedene Klassen; u.a. Klasse I: HDAC1, 2, 3,
8)

Wie? Deacetylierung von N-terminalen Lysinresten

Was? Bildung von Heterochromatin -> geringere Transkription

Inhibition? Romidepsin; Zulassung durch die FDA fir das CTCL, Quisinostat;
Phase 2; vorrangig Hemmung von Klasse | und | HDACs, siRNA: Knockdown von
HDACs

Bromodomanen

Wer? Bromodomanen als Teil von Proteinkomplexen (v.a. BET-Familie: BRDZ2, 3, 4,
BRDT)

Wie? Bindung an acetylierte Lysinreste; wirken als Proteininteraktionsdomanen
Was? Vermittlung von Proteininteraktionen -> gesteigerte Transkription

Inhibition? PLX51107 (vorrangig BRD4-Inhibition); Phase 1/2 steroidrefraktare GvHD

Abb. 2: Ubersicht iiber die epigenetischen Modifikationen, die im Rahmen dieser Arbeit
untersucht wurden. In Rot werden die untersuchten Medikamente dargestellt. Im Kontext der
Dissertation ist lediglich die DNA-Methylierung an Cytosin relevant. Der Vollstédndigkeit halber
wird jedoch auch auf die Methylierung von Adenin eingegangen.

1.3.2 DNA-Methylierung

,Die DNA-Methylierung wird durch die Familie der DNA-Methyltransferasen (DNMTs)
katalysiert, die eine Methylgruppe von S-Adenosylmethionin (SAM) auf den fiinften
Kohlenstoff eines Cytosinrestes iibertragen* (Moore et al., 2012). Die Methylierung von
Cytosin erfolgt primédr innerhalb von CpG-Inseln (Bird, 2022), die gehduft in
Genpromotorregionen nachweisbar sind (Saxonov et al., 2006). Infolgedessen kommt es zu
einer Verdichtung des Chromatins, was in einer reduzierten Genexpression miindet (Costello
et al., 1996). Im menschlichen Korper sind drei verschiedene DNMTs bekannt: DNMT1
(Bestor, 1992), DNMT3A sowie DNMT3B (Okano et al., 1999). Studien haben gezeigt, dass
das Methylierungsmuster in Krebserkrankungen veréndert ist (Feinberg & Vogelstein, 1983;
Costello et al., 1996; Zhang & Long, 2015). Es sind sowohl Hypermethylierungs-Prozesse

9
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nachweisbar (Costello et al., 1996) als auch Ablaufe, die in einer Hypomethylierung miinden
(Feinberg & Vogelstein, 1983). Infolge des verdnderten Methylierungsmusters kann es zur
Stummschaltung von Tumorsuppressorgenen, wie dem Retinoblastom-Protein (Rb),

kommen (Sakai et al., 1991).

1.3.2.1 DNMT-Inhibitoren

Die eben beschriecbene Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen infolge von
Methylierungsprozessen, kann durch die Verwendung von DNA-
Methyltransferaseinhibitoren (DNMTis) wieder riickgingig gemacht werden (Briickner et
al., 2005). Diese wirken auf DNMTs ein und unterbinden deren methylierende Wirkung
(Mehdipour et al., 2021). DNMTis lassen sich in zwei Subgruppen einteilen, die Wirkstoffe
wie Decitabin (Momparler, 2005) oder Curcumin (Hassan et al., 2019) umfassen. Decitabin
reprasentiert die Gruppe der Nucleosid-Analoga, die von den Zellen félschlicherweise als
normale Nukleoside erkannt und in die DNA eingebaut werden. Erst dort entfalten
Nucleosid-Analoga ihre inhibitorische Wirkung (Momparler, 2005). Der Wirkmechanismus
von Nicht-Nucleosid-Inhibitoren ist unmittelbarer, denn sie binden direkt an die DNMTs
(Hassan et al., 2019). Bis dato wurden die zwei Nucleosid-Analoge Decitabin sowie
Azacitidin fiir die Behandlung des myelodysplastischen Syndroms (MDS) (Kim et al., 2022;
Kaminskas et al., 2005) sowie fiir die Therapie der akuten myeloischen Leukdmie (AML)
(Nieto et al., 2016; Jen et al., 2022) zugelassen.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Wirkung von Decitabin auf die Apoptoseregulation im
UC niher betrachtet werden. Wie bereits beschrieben, handelt es sich bei Decitabin um ein
Nucleosid-Analogon, genauer gesagt, um ein Cytidin-Analogon, das erst nach erfolgter
Aktivierung in die DNA eingebaut werden kann. Decitabin stellt ein ,,S-Phase-spezifisches
Agens® dar (Momparler, 2005). Der Effekt einer Decitabin-Behandlung wurde im UC
bereits grob untersucht. Dort verdnderte das Medikament das Gleichgewicht zwischen pro-
und antiapoptotischen Proteinen und verstidrkte auBerdem die Wirkung einer chimeric
antigen receptor (CAR)-T-Zell-gestiitzten Therapie (Grunewald et al., 2021) sowie von
Chemotherapeutika (Khandelwal et al., 2018).

1.3.3 Die Bromodomain and extraterminal domain (BET)-Familie

Bei Bromodoménen (BRDs) handelt es sich um acetyl-lysinspezifische
Erkennungsdominen, die an Histonschwinze binden und die Adhésion von Proteinen an das
Chromatin ermoglichen (Dhalluin et al., 1999). Im menschlichen Koérper konnten bislang

iber 60 verschiedene BRDs ausgemacht werden, die an der Bildung von iiber 40 Proteinen
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beteiligt sind (Filippakopoulos et al., 2012). Diese Proteine weisen mannigfaltige
Funktionen auf, sind z.B. in die Modifikation des Chromatins eingebunden (Yang et al.,
1996), stellen Bestandteile von Coaktivatoren dar (Venturini et al., 1999) oder erleichtern
die Transkription (Yang et al., 2005).

Die bekannten BRDs konnen in verschiedene Gruppen eingeteilt werden (Filippakopoulos
etal., 2012). Von Relevanz fiir die vorliegende Arbeit sind die Mitglieder der Bromodomain
and extraterminal domain (BET)-Familie, die sich aus vier Komponenten zusammensetzt.
Diese verfiigen jeweils liber zwei BRDs (Miiller et al., 2011). Wihrend BRD2, BRD3 und
BRD4 breit gestreut vorkommen, ldsst sich Bromodomain testis-specific (BRDT)
ausschlieBlich im Hoden nachweisen (Shang et al., 2004).

Mutationen in den BET-Familienmitgliedern konnen die  Entstehung von
Krebserkrankungen fordern (Bradner et al., 2017) und dariiber hinaus das Ansprechen auf
pharmakologische Interventionen schmélern (Drumond-Bock et al., 2023). BRD4 stellt das
am besten erforschte Familienmitglied dar und ist z.B. an der Entstehung der AML (Zuber
et al., 2011) oder dem Plattenepitelkarzinom (Plattenepithel-CA) (French et al., 2001)
beteiligt. Im UC liegt BRD4 iiberexprimiert vor und besitzt einen weitreichenden negativen
Einfluss, u.a. fordert es den Krankheitsprogress und verschlechtert die Uberlebenschancen

(Yan et al., 2014).

1.3.3.1 BET-Inhibitoren

BET-Inhibitoren (BETis) sind Medikamente, die die Wirkung von BET-Proteinen hemmen,
indem sie an deren BRDs binden und dadurch die Wirkung der BET-Proteine als
Proteininteraktionsdoménen unterbinden (Filippakopoulos et al., 2010). Zu den BETis der
ersten Stunde zdhlen die Pan-Inhibitoren I-BET762 (Zhao et al.,, 2013) sowie JQI
(Filippakopoulos et al., 2010). Sie inhibieren alle bekannten Mitglieder der BET-Familie,
jedoch mit unterschiedlicher Affinitit (Zhao et al., 2013; Filippakopoulos et al., 2010) und
stellen die Pendants zu den selektiven BETis dar, die allgemein weniger Nebenwirkungen
verursachen (Filippakopoulos et al., 2010). Zu den selektiven BETis z&hlt PLX51107,
dessen Wirkung im UC in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde. PLX51107
unterscheidet sich strukturell von o.g. BETis, da es kein Benzodiazepingeriist besitzt (Ozer

etal., 2018).

Die Resultate einer Phase-I-Studie, im Rahmen derer PLX51107 in Kombination mit
Azacitidin zur Behandlung des MDS und der AML untersucht wurde, sind vor Kurzem

verdffentlicht worden (Senapati et al., 2023). PLX51107 zeigt vielfdltige Wirkungen: Es
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moduliert das Immunumfeld von Tumoren (Erkes et al., 2019), wirkt sich auf den Zellzyklus
aus und fithrt Apoptose herbei (Ozer et al., 2018). Die Wirkung von PLX51107 wurde bereits
teilweise im UC untersucht. Hier beeintrichtigte das Medikament vor allem (v.a.) DNA-
Reparaturmechanismen (Hoffmann et al., 2020) und wies in Kombination mit weiteren

Medikamenten eine synergistische Wirkung auf (Thy et al., 2021).

1.3.4 Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACis)

Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACis) sind Medikamente, die Histondeacetylasen
(HDACs) hemmen (Zhang et al., 2018) und basierend auf ihrer Funktionsweise in Pan-
HDACis (Meng et al., 2012) sowie selektive HDACis (Furumai et al., 2002) unterschieden
werden. Ausgehend von der chemischen Struktur bietet sich die Einteilung in vier Gruppen

an (Zhang et al., 2018):

1. Hydroxamséuren;
2. Zyklische Tetrapeptide;
3. Kurzkettige Fettsauren;

4. Benzamide.

Die Wirkung von HDAC:is beruht auf einem dreigliedrigen Molekiilanteil, der sich aus einer
Zink (Zn*")-bindenden Gruppe, einer CAP-Domine sowie einer Verbindungsstruktur
(Linker) zusammensetzt (Zhang et al., 2018). Durch Letztere binden HDACis an das aktive
Zentrum von Zn?"-abhéngigen HDACs und hemmen diese (Finnin et al., 1999). Zu den Zn?*-
abhiingigen HDACs zihlen die Klassen I, II und IV (Porter & Christianson, 2019). Uber
Verdnderungen im Bereich der CAP-Region sowie des Linkers kann die Selektivitidt von

HDACis modifiziert werden (Zhang et al., 2018).

Bislang wurden mehrere HDAC:s fiir den klinischen Gebrauch zugelassen. Die Zulassungen
beziehen sich primir auf die Behandlung maligner Erkrankungen des lymphatischen
Systems (Mann et al., 2007; Frye et al., 2012; Lee et al., 2015). Vorinostat markierte im Jahr
2006 den ersten zugelassenen HDAC-Inhibitor (HDACi) (Mann et al., 2007).

Das umfassende Wirkspektrum von HDACs zeigt sich an den tiefgreifenden Folgen ihrer
pharmakologischen Hemmung. HDACis steigern nicht nur die Genexpression, sondern
konnen diese auch drosseln (Hontecillas-Prieto et al., 2020), weiterhin hemmen sie die
Angiogenese (Heider et al., 2006) und modifizieren DNA-Reparaturmechanismen (Munshi
et al., 2005). Das medikamentdse Targeting von HDACs zeigte bereits in verschiedenen

Krebsarten eine gute antitumordse Wirkung (Ueda et al., 1994; Butler et al., 2000), die sich
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in Kombination mit weiteren Medikamenten nochmals steigern lie (Donadelli et al., 2007;

He et al., 2018).

Abbildung 3 visualisiert das breite Wirkspektrum von HDAC:s in Krebserkrankungen.

Zellzyklusarrest Zellproliferation

ssse | HDACS, HDACS, Klasse B HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS,
HDACs, SIRT1, SIRT2 HDACS, HDAC?, HDACS, SIRT1,

ermeidung von Apoptosd

Angiogenese

Hlasse | HDACs, HDACS, HDACS,
HDACS, SIRT1, SIRTé

HDACZ, HDACS, Klasse Il HDACs,
SIRT1, SIRTJ, SIRTS, SIRTT

Entziindung

HOACI, HDACS, SIRT1, SIRT6

Metastasierung

{DACY, HDAC2, HDACY, Kiasse IIB
HDACs, SIRT1, SIRTS, SIRTT

DNA-Reparatur ROS
4 Doppeistrangbriiche 4 ros
&A™ ™
Hemmung von BRCA1, BRCAZ "I'!

Abb. 3: Ubersicht iiber die verschiedenen Prozesse, an denen HDACs in Krebserkrankungen
beteiligt sind. Es handelt sich um eine eigene Abbildung, die durch die Darstellung von Hontecillas-
Prieto et al., 2020 inspiriert wurde.

1.3.4.1 Die HDACis Romidepsin und Quisinostat

In dieser Arbeit wurde die Wirkung der HDACis Romidepsin und Quisinostat im UC
untersucht. Romidepsin stellt einen Klasse I HDACi dar, der eine besondere Affinitit zu
HDACI und 2 aufweist (Furumai et al., 2002) und natiirlichen Ursprungs ist (Ueda et al.,
1994). Es handelt sich um ein Prodrug, durch das Glutathion abhiingig in seine aktive Form
umgewandelt wird (Furumai et al., 2002) und in verschiedenen Krebsentititen antitumords
wirksam ist (Ueda et al., 1994). Eine Behandlung mit Romidepsin beeinflusst die Funktion

normaler Zellen nur marginal (Paillas et al., 2020). Romidepsin wurde 2009 fiir die
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Behandlung des kutanen T-Zell-Lymphoms (CTCL) zugelassen (Frye et al., 2012) und darf
dartiber hinaus auch in der Therapie des peripheren T-Zell-Lymphoms (PTCL) verwendet
werden (Piekarz et al., 2011). Die Effekte einer Romidepsinbehandlung in
Krebserkrankungen sind vielfiltig und beinhalten neben der Induktion der intrinsischen
Apoptose (Doi et al., 2004) auch die Einleitung des Zellzyklusarrests (Li et al., 2020) sowie
die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) (Mizutani et al., 2010). Im Kontext des UC
fiihrt Romidepsin zur Apoptose und zum Zellzyklusstop sowie zur Induktion von p21 sowie
p53 (Karam et al., 2007). Dariliber hinaus beeinflusst Romidepsin den mitogen-activated
protein (MAP)-Kinase-Weg und steigert die Bildung von ROS (Choudhary et al., 2010). In
Kombination mit weiteren Medikamenten, z.B. Chemotherapeutika, ldsst sich die Wirkung

von Romidepsin im UC potenzieren (Pattarawat et al., 2020).

In Analogie zu Romidepsin handelt es sich auch bei Quisinostat um einen Inhibitor der
Klasse I HDACs (Arts et al., 2009). Er lédsst sich den Hydroxamsduren zuordnen, wurde
bisher noch nicht fiir den klinischen Gebrauch zugelassen, ist jedoch Bestandteil von Studien
(Venugopal et al., 2013). Quisinostat zeigt eine zytotoxische Wirkung in verschiedenen
Krebsarten (Arts et al., 2009). Ahnlich wie Romidepsin induziert es Apoptose und einen
Zellzyklusarrest, so z.B. in Leberkrebs (Li et al., 2017). Weiterhin fiihrt Quisinostat zu einer
vermehrten Acetylierung von Histonproteinen (Torres et al., 2020) sowie zum Zelltod durch
Autophagie (Kommalapati et al., 2021). Die Induktion von Seneszenz wurde nach einer
Behandlung mit Quisinostat ebenso beobachtet (He et al., 2018). Im Rhabdomyosarkom
erhoht Quisinostat die Sensitivitdt fiir Chemotherapeutika (Heinicke et al., 2015). Die
Wirkung von Quisinostat im UC wurde bislang kaum erforscht. Eine der wenigen
vorhandenen Studien stammt von Meneceur et al. (2024) und berichtet von dem Effekt

Quisinostat-gestlitzter Kombinationstherapien im UC (Meneceur et al., 2024).

1.3.5 Epigenetische Modifikationen im UC

Im epigenetischen Kontext lassen sich verschiedene Modifikationen im UC identifizieren:
Haufig kommt es zu einer Hypermethylierung mit daraus folgender Stummschaltung von
Genen, darunter Tumorsuppressoren (Lee & Song, 2017). Auch Zelladhdsionsmolekiile
konnen von dem Silencing betroffen sein (Horiwaka et al., 2003). Die grof3e Bedeutung des
Methylierungsstatus fiir das UC zeigt sich anhand der Studie von Beijert et al. (2024), im
Rahmen derer auf die mogliche Verwendung von methylierten Proteinen als Biomarker im
UC hingewiesen wird (Beijert et al., 2024). Einen solchen Marker konnte TAGMe darstellen
(Yang et al., 2024).
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Auffillig sind beim UC zudem regelmifBig Modifikaktionen der Histonmolekiile, z.B. durch
Acetylierung (Ellinger et al., 2016). Acetylierungsprozesse spielen fiir die Entstehung und
Aufrechterhaltung von Krebserkrankungen im Allgemeinen eine zentrale Rolle (Yang et al.,
2022). Die Deacetylierungsvorginge werden durch HDACs vermittelt (de Ruijter et al.,
2003), deren Targeting in der Krebstherapie als vielversprechend angesehen wird (Glozak
& Seto, 2007). Um die Deacetylierung zu stoppen, wird im UC v.a. eine Inhibition von
HDAC-Isoenzymen in Betracht gezogen. Eine gute Wirkung wird besonders der Hemmung
von Klasse-I-Isoenzymen, wie etwa HDAC1 und 2 zugeschrieben (Pinkerneil et al., 2016).
Die Regulierung von HDACS konnte in Studien demgegeniiber die Lebensfahigkeit von
UCC:s nicht therapeutisch niitzlich beeinflussen (Lehmann et al., 2014). Ambivalent bewertet
wird besonders die Hemmung des Klasse-II-Isoenzyms HDAC6 (Rosik et al., 2014; Kuroki et
al., 2020).

Die Beeinflussung der BETs wird ebenfalls mit der Therapie des UC in Verbindung
gebracht. In Studien wurde besonders ein Zusammenhang zwischen dem vermehrten
Nachweis von BRD4 und der Entwicklung des UC hergestellt (Yan et al., 2014). BRD4
konnte auch schon mit anderen Krebsentititen, wie z. B. Leukdmien, in Verbindung gebracht
werden (Zuber et al., 2011). Im kastrationsresistenten Prostatakarzinom zeigte der BETi1JQ1
eine vielversprechende antitumordse Wirkung, die u.a. auf die JQ1 induzierte Apoptose
zuriickzufiihren war (Asangani et al., 2014). Als vielversprechend erweist sich in Studien
besonders die synergistische Induktion der Apoptose in UCCs durch die Kombination von

BETis und HDACis (Holscher et al., 2018).

1.4 Einflussnahme auf die DNA-Reparatur

1.4.1 Die Funktionsweise von Poly(ADP-Ribose)-Polymerasen (PARPs)

Poly(ADP-Ribose)-Polymerasen (PARPs) stellen Enzyme dar, die auf zahlreiche
intrazelluldre Prozesse Einfluss nehmen und auch an der DNA-Reparatur beteiligt sind
(Herceg & Wang, 2001). Gegenwdrtig sind 18 PARPs bekannt (Chaudhuri & Nussenzweig,
2017). Die Grundstruktur der PARPs gleicht sich und besteht u.a. aus einem Zn>*-Anteil, der
die Interaktion der Enzyme mit beschiddigten DNA-Abschnitten ermoglicht (Ménissier- de
Murcia et al., 1989). Dariiber hinaus weisen PARPs eine Nikotinamidadenindinukleotid
(NAD")-bindende Doméne auf, die die Wechselwirkung mit NAD™ erlaubt, das als Substrat
fiir eine induzierte Poly-ADP-Ribosylierung fungiert (D’ Amours et al., 1999). PARPs sind
vorranging an der Reparatur von DNA-Einzelstrangbriichen beteiligt, indem sie z.B. die in

die Basenexzisionsreparatur (BER) involvierten Enzyme an die Schadensstelle rekrutieren
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(Kutuzov et al., 2020) oder unterstiitzend auf die Nukleotidexzisionsreparatur (NER)
einwirken (Flohr et al., 2003). Bevor die Reparatur von DNA-Schéden final erfolgen kann,
miissen die PARPs von der Lisionsstelle wegdiffundieren (Satoh & Lindahl, 1992).

1.4.2 PARP-Inhibitoren

Es besteht die Moglichkeit, die Aktivitdit von PARPs pharmakologisch zu hemmen. Die
verwendeten Wirkstoffe werden als PARP-Inhibitoren (PARPis) bezeichnet (Rouleau et al.,
2010) und umfassen Medikamente wie Niraparib (Jones et al., 2009), Olaparib (Menear et
al., 2008), Talazoparib (Shen et al., 2013) oder Rucaparib (Calabrese et al., 2004). Diese
finden in verschiedenen Krebsentititen therapeutische Verwendung (Gonzalez-Martin et al.,
2019; de Bono et al., 2020; Bhattacharjee et al., 2022). Die inhibitorische Wirkung wird
durch die Bindung der PARPis an PARPs erzielt. Grundlage hierfiir ist die strukturelle
Ahnlichkeit der Inhibitoren zu NAD"' und dem daraus resultierenden Wettbewerb um die
NAD"-Bindungsstelle (Canan Koch et al., 2002). Ist die NAD" -Bindungsstelle besetzt, wird
der Prozess der Poly-ADP-Ribosylierung unterbunden und die PARPs bleiben langfristig an
der DNA gebunden. Dieser Vorgang wird als PARP-Trapping bezeichnet (Murai et al.,
2012) und ermdglicht es den an der DNA-Reparatur beteiligten Enzymen nicht, an die
geschiadigte DNA zu binden und deren Reparatur einzuleiten (Rose et al., 2020). Es ist
gemeinhin bekannt, dass die Akkumulation von geschiadigter DNA zum Zelluntergang fiihrt

(Wang, 2001).

16



Material

1.5 Zielsetzung

Das UC stellt eine weit verbreitete Krebserkrankung dar und wird aufgrund seiner
demographischen Verteilung an Haufigkeit zunehmen. Daraus resultiert neben einer groflen
okonomischen Belastung die Notwendigkeit, wirksame Behandlungsmoglichkeiten zu
entwickeln. Die bisherigen Therapieoptionen, allen voran der Einsatz von Cisplatin, zeigen

keine ausreichende Wirkung und gehen hiufig mit Resistenzen einher.

Studien im UC und dariiber hinaus haben gezeigt, dass die Fehlregulation der Apoptose
sowie epigenetische Verdnderungen die Entstehung von Krebserkrankungen und
Therapieresistenzen fordern. Beide Aspekte stellen folglich vielversprechende
Angriffspunkte in der Krebstherapie dar und ihr Targeting konnte auch im UC sinnvoll sein.
Die Fehlregulation der Apoptose ist im UC jedoch bislang nicht ausreichend verstanden und
die vorhandenen Studien setzen sich zumeist nur mit einem einzelnen Aspekt der Apoptose

oder der Epigenetik auseinander.

Das Ziel dieser Arbeit ist, ein besseres Verstindnis iiber die Apoptoseregulation in UCCs
sowie in ihren korrespondierenden Cisplatin resistenten Sublinien, den sog. long-term
treated cells (LTTs), zu gewinnen und darauf aufbauend neue, wirksamere
Therapiemoglichkeiten fiir das UC zu etablieren. Diese sollen bei Mdglichkeit den Einsatz
von epigenetischen Inhibitoren (EPIis) umfassen. Die EPlis sollen in vitro auf ihre Zelltod
induzierende Wirkung sowie ihre molekularen Effekte untersucht werden. Weiterhin sollen
thre Auswirkungen auf die Expression von Apoptosefaktoren der BCL-2-Familie und der

IAP-Gruppe spezifiziert werden.

Um die genannten Ziele zu erreichen, wurde zunichst eine systematische Analyse von elf
verschiedenen Apoptosefaktoren auf molekularer Ebene durchgefiihrt. Die Analysen
erfolgten mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR (qRT-PCR) in verschiedenen UCCs,
LTTs sowie in Kontrollzelllinien vor und nach einer Behandlung mit EPIlis. Es kamen
verschiedene EPlis zum Einsatz, darunter HDACis, DNMTis sowie BETis. Zudem wurde
die Wirkung eines siRNA vermittelten HDAC-Knockdowns untersucht. Die Expression der
Apoptosefaktoren auf Proteinebene wurde mittels Western Blot untersucht. Mit Hilfe eines
Apoptose Arrays sollten weitere apoptotische Komponenten identifiziert werden, deren
Expression durch die Verwendung von HDAC:s verdndert wird. AnschlieBend sollten die
Zelltodformen in UCCs durchflusszytometrisch bestimmt werden. Die Erprobung neuer
Wirkstoffkombinationen, die sich aus BCL-2is und EPIis zusammensetzten, erfolgte mittels

MTT-Tests.
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2 Material

2.1 Zellkulturmaterialien

Die verwendeten kommerziellen UCCs stammten aus dem MD Anderson Cancer Center in
Houston, Texas sowie der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH. TERT-NHUC wurden von Maggie Knowles, School of Medicine, University of
Leeds zur Verfiigung gestellt. Die humane urotheliale Zelllinie (ZL) HBLAK wurde von
dem Schweizer Unternehmen CELLnTEC bezogen. Die LTTs wurden eigenstindig im
urologischen Forschungslabor geziichtet. Diese umfassten T24 LTT, J82 LTT, RT112 LTT
und 253J LTT. Bei den normalen ZL UP248 und UP249 handelte es sich um primére ZL aus
dem Harnleiterepithel anonymer Spenderlnnen. Diesen wurden im Rahmen der Behandlung
ithres Nierentumors in der Urologischen Klinik des Universitatsklinikums Diisseldorf Niere
und Harnleiter entfernt. Zuvor wurden die Spenderlnnen iiber das geplante Procedere
aufgekldrt und ihr FEinverstindnis eingeholt (Studien-Nr. 1788 und 4371). Die
Ribonukleinsdure (RNA) von UP248 sowie UP249 war bereits von den MitarbeiterInnen der
urologischen Forschungsgruppe extrahiert worden und wurde in dieser Arbeit als
Normalkontrolle mittels qRT-PCR vermessen. Die Uberpriifung der Proben auf
Verunreinigungen und ihre Identitdt erfolgte durch das Institut fiir Rechtsmedizin der

Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf mittels short tandem repeats (STR) Profiling.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Zelllinien. Die ZL konnen in normale Harnblasen-ZL
sowie in UCCs eingeteilt werden. Fiir die normalen Harnblasen-ZL werden, falls bekannt, Geschlecht
und Alter der Patientlnnen sowie Ursprung und Besonderheit der ZL angegeben. Fiir die UCCs
werden das Tumorstadium nach TNM-Klassifikation, das Grading und das Geschlecht (M: ménnlich,
W: weiblich) sowie das Alter der Patientlnnen aufgefiihrt. AuBerdem wird die Literaturreferenz
angegeben.

Zelllinien Geschlecht, Ursprung, Literaturreferenz
Alter (Jahre) Besonderheit

Normale Zelllinien

UP248 / / /

UP249 / / /

TERT-NHUC / Urothel Chapman et al., 2006

HBLAK M, 80 Urothel, spontan Hoffmann et al., 2016

immortalisiert

Zelllinien Geschlecht, TNM/Grading Literaturreferenz
Alter (Jahre)

UCCs

UM-UC-3 M TCC Grossmann et al., 1986
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VM-CUB-1 M TCC Williams et al., 1980
BFTC905 F, 51 Ta, G3 Tzeng et al., 1996
RT112 F G2 Masters et al., 1986
SW-1710 F, 84 G3 Kyriazis et al., 1984
UM-UC-6 M TCC Grossmann et al., 1986
RT-4 M, 63 G1-2 Rigby et al., 1970
647v M, 59 T1/T2/T3a, G2 Williams et al., 1980
253] M, 53 T4, G4 Elliott et al., 1974
HT-1376 F, 58 T2, G3 Rasheed et al., 1977
5637 M, 68 G2 Fogh, 1978

T24 F, 81 G3 Bubenik et al., 1973
639v M, 69 G3 Elliott et al., 1976
J&2 M T3, G3 O'Toole etal., 1978
SCaBER M / O'Toole etal., 1976

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Zellkulturmaterialien.

Material

Accutase®-Losung steril filtriert

Automatisierter Zellzdhler TC20™

Cellstar®-Rohrchen, 15, 50 Milliliter (ml)
Cellstar®-Zellkulturflasche, 50, 250 ml

Cellstar®-Zellkulturflasche fortgeschrittene Gewebekulturen, 50, 250 ml
Cellstar®-Zellkultur Multiwellplatte, 6 Well

Cellstar®-Zellkultur Mikroplatte, 96 Well

Cellstar®-Zellkultur Mikroplatte fortgeschrittene Gewebekulturen, 96 Well
CnT-Prime Epithelzellkulturmedium

Costar® Stripetten® steril 2, 5, 10, 25 ml

Heracell™ 150i Kohlenstoffdioxid (CO,)-Inkubator
Dimethylsulfoxid (DMSO) > 99,5 % (GC)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) + GlutaMAX™
Dulbecco’s Phosphatgepufferte Kochsalzldsung (PBS), modifiziert
Eppendorf Tubes® 0,5, 1,5, 2 ml

Fetales Kélberserum (FBS)

Humanes Kollagen Typ IV

Mehrfachdispenser-Pipetten (1, 5, 10 ml)

Nikon Eclipse TE2000-S Mikroskop

Multipipette®

Hersteller
Sigma

Bio-Rad

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
CELLnTEC
Greiner Bio-One
Thermo Fisher
Sigma

Gibco

Sigma
Eppendorf
Biochrom/Merck
Sigma
Eppendorf
Nikon
Eppendorf
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Pasteurpipetten aus Kalknatronglas Brand
Pipetus® Hirschmann
Trypanblau-Losung 0,4 %, steril filtriert Sigma
Trypsin-Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)-Lsung (0,25 %) Sigma
Zidhlkammer Bio-Rad
Zentrifuge 5810 Eppendorf
Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten Zellkulturmedien.
Zelllinie Kulturmedium Hersteller
HBLAK CnT-Prime Epithelzellkulturmediur CELLnTEC
UM-UC-3, VM-CUE -1 DMEM (1x) + GlutaMAX + 10 % Gibco,
hitzeinaktiviertes FBS Biochrom/MERCK
2.2 Funktionelle Tests
Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Pharmaka.
Pharmakon Losungsmittel Hersteller
Decitabin DMSO Sigma-Aldrich
Olaparib DMSO Selleck Chemicals
PLX51107 DMSO Selleck Chemicals
Romidepsin DMSO Selleck Chemicals
Quisinostat DMSO Selleck Chemicals
ON-TARGET plus control siRNA-Puffer Dharmacon
pool
ON-TARGET plus SMART siRNA-Puffer Dharmacon
pool human HDACI
ON-TARGET plus SMART siRNA-Puffer Dharmacon
pool human HDAC2
ON-TARGET plus SMART siRNA-Puffer Dharmacon
pool human HDAC3
Venetoclax DMSO Selleck Chemicals
Navitoclax DMSO MedChemExpress

Tabelle 5: Ubersicht iiber die verwendeten Materialien fiir die siRNA-Transfektion.

Material

Plastikrohrchen

Lipofectamin™ 2000 Transfektionsreagenz

Opti-MEM™ Medium + GlutaMax™

Hersteller
Thermo Fisher
Gibco

Sarstedt
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Tabelle 6: Ubersicht iiber die verwendeten Materialien fiir den MTT-Test.

Material

DMSO

Mehrfachdispenser-Pipetten (1, 5, 10 ml)
Multipipette®

Heracell™ 150i CO,-Inkubator

Thiazolylblau-tetrazoliumbromid (TBTB) 98 %

Hersteller
Sigma
Eppendorf
Eppendorf
Thermo Fisher

Sigma

Tabelle 7: Ubersicht iiber die verwendeten Materialien fiir die FACS-Messungen.

Material
Accutase®-Losung steril filtriert
Annexin V Bindepuffer (20x)

Polystyrol-Rohrchen, 15 ml

MACSQuant Analyzer 10 Flow Cytometer
Pasteurpipetten aus Kalknatronglas

PBS

Pipetus®

Propidiumiodid > 94 %
Trypsin-EDTA-L6sung (0,25 %)
Vortexmischer VF2

Zentrifuge 5810

Annexin V Fluorescein Isothiocyanat (FITC) Konjugat

Hersteller
Sigma

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Greiner Bio-One
Miltenyi Biotec
Brand

Sigma
Hirschmann
Sigma

Sigma

Janke und Kunkel
Eppendorf

Der Annexin V Bindepuffer wurde als 20x Stock von Miltenyi Biotec verdussert (Milteny

130-092-820). Vor Gebrauch wurde er zwanzigfach mit Millipore-Wasser verdiinnt.

Tabelle 8: Ubersicht iiber die verwendeten Materialien fiir die Immunfluoreszenzfirbung.

Material

Bovines Serumalbumin (BSA)

4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPT)
Deckgléser 18 x 24 Millimeter (mm)
Fluorescence Mounting Medium
Formaldehydlosung, etwa 37 %
Glycin

Goat-Serum (normal)

Gyro Rocker SSL3

Leica DFC9000GT Mikroskopkamera
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Dako

Merck

VWR

Dako
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Material

Leica DM6 B Mikroskop Leica
Objekttrager 76 x 26 mm Engelbrecht
PBS Sigma
Triton™ X-100 Fluka

Tabelle 9: Ubersicht iiber den verwendeten Primir- und Sekundirantikérper fiir die
Immunfluoreszenzfarbung.

Antikorper Hersteller Konzentration Kat.-Nr.

Primirantikorper

Phospho-Histone Cell Signaling 1:100 2577
H2A.X (Ser139)

Sekundéirantikorper
Goat anti Rabbit 488  Thermo Fisher 1:500 A11034

2.3 RNA-Analyse

Tabelle 10: Ubersicht iiber die verwendeten Materialien fiir die RNA-Isolation. Néhere
Bezeichnung der einzelnen Kiz-Bestandteile.

Material Hersteller
NanoDrop™ 2000 Thermo Fisher
RNase-Free Desoxyribonuklease (DNase) Set Qiagen

1. DNase

2. Wasser (H20)

3. RDD-Puffer
RNeasy Mini Kit (250) Qiagen

1. RLT Lysepuffer

2. RNase freies Wasser

3. RNeasy Mini Spin Column

4. RPE Waschpufferkonzentrat

5. RW1 Waschpuffer

6. Sammelbehiltnisse 1,5, 2 ml
QlAshredder Qiagen

Tabelle 11: Ubersicht iiber die verwendeten Materialien fiir die Durchfiihrung der qRT-PCR.

Material Hersteller
Ampuwa® Wasser Fresenius Kabi
Eppendorfgefafle 0.5, 1,5, 2 ml Eppendorf
Eppendorf Reference 2 Pipette 10, 100, 1000 Mikroliter (ul) Eppendorf
FrameStar® 384 Well Skirted PCR Plates Plus qQPCR 4titude UK
LightCycler® 480 Sealing Foil Roche
LightCycler® 96 Instrument Roche
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Material

Luna® Universal gPCR Master Mix New England
BioLabs
LightCycler® Multiwellplatte 96, weil3 Roche
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 1,7 ml Qiagen
Vortexmischer VF2 Janke und Kunkel
Zentrifuge 5810 Eppendorf

Tabelle 12: Ubersicht iiber die verwendeten Primer fiir die qRT-PCR. Gezeigt wird die Primer-
Sequenz, die Annealing-Temperatur (AT) in °C, die Puffersubstanz sowie die ZL, die im Rahmen
der qRT-PCR als Positivkontrolle fungierte.

Gen Sequenz 5°-3° AT (°C) Positivkontrolle,
Puffer

TATA- F: GAGCCAAGAGTGAAGAACAGTC 60 Variiert, Luna

?Tig‘lij;p“’tein R: GCTCCCCACCATATTCTGAATCT

BAX F: GGGGACGAACTGGACAGTAA 60 UM-UC-3, Luna
R: CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA

BCL-XS F: GCAGTAAAGCAAGCGCTGAG 56 T24, SYBR Green 1
R:GTTCCACAAAAGTATCCTGTTCAAAG

BID F: TGTGAACCAGGAGTGAGTCG 60 VM-CUB-1, Luna
R: CTTTGGAGGAAGCCAAACAC

DAXX F: GAGGGTCAGGAGGATGATGA 60 UM-UC-3, Luna
R: ATCTGTTTGCCAGGTTCCAG

FADD F: GACCTCTTCTCCATGCTGCT 60 BFTC905, Luna
R: AGCCAGCCTTCTCCAATCTT

TRADD F: CCTCTCTGTCGGAGGTGAAG 60 VM-CUB-1, Luna
R: CCATTTGAGACCCACAGAGC

BCL-2 F: CCTGTGGATGACTGAGTACCTG 59 T24, SYBR Green 1
R: CAGAGGCCGCATGCTGGG

BCL-XL F: TAAACTGGGGTCGCATTGTG 56 T24, SYBR Green 1
R: AGGTAAGTGGCCATCCAAGC

BIRC3 F: GACAGCCCAGGAGATGAAAA 60 UM-UC-3, SYBR
R: CACGGCAGCATTAATCACAG Green 1

BIRC5 F: AGGACCACCGCATCTCTACAT 55 UM-UC-3, SYBR
R: AAGTCTGGCTCGTTCTCAGTG Greenl

MCL-1 F: GAGACCTTACGACGGGTTGG 60 T24, SYBR Green 1
R: GTTACGCCGTCGCTGAAAAC
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2.4 Protein-Analyse

Tabelle 13: Ubersicht iiber die verwendeten Materialien fiir die Proteinextraktion.

Material

Cell scraper

PBS

Kiihlzentrifuge Allegra 2IR
Phosphatase-Inhibitor
Protease-Inhibitor
Riittelplatte

Radioimmunoprecipitation Assay (RIPA)-Puffer

Hersteller
Sarstedt

Sigma

Beckman Coulter
Sigma

Sigma

IKA Labortechnik
Siehe Tabelle 14

Tabelle 14: Ubersicht iiber die Inhaltsstoffe des RIPA-Puffers.

Inhaltsstoff

EDTA

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumdeoxycholat (DOC)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Triton™ X-100

Hersteller
Sigma
VWR
Roth
Sigma
VWR

Sigma

Tabelle 15: Ubersicht iiber die verwendeten Materialien fiir die Durchfiihrung eines BCA-

Tests.
Material Hersteller
iMark™ Microplate reader Bio-Rad

RIPA-Puffer
Zellkulturplatten (96-Well)

Pierce Bicinchoninsidure (BCA) Protein Assay Reagent A/B

Thermo Fisher
Siehe Tabelle 8

Greiner Bio-One

Tabelle 16: Ubersicht iiber die verwendeten Materialien fiir Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)-

PAGE und Western Blot.

Material

BSA Fraction V

Clarity Max Western ECL Substrate
Clarity Western ECL Substrate
Immobilon®-P Transfer Membranes
Methanol > 99,8 %

Milchpulver

Hersteller
PAN-Biotech
Bio-Rad
Bio-Rad
Merck

VWR

Roth
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Material

Mini-PROTEAN Tetra Cell
PowerPac 200 Netzteil

Trans-Blot Turbo Transfer System
Whatman Gel Blot Paper
ROTI® Load 1

Page Ruler Prestained Protein Ladder #26616

Bio-Rad

Bio-Rad

Thermo Scientific
Bio-Rad

GE Healthcare
Roth

Tabelle 17: Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien fiir Puffer und Polyacrylamid (PAA)-

Gele.
Material Hersteller
10x Tris/Glycin Puffer Bio-Rad
10x Tris/Glycin/SDS Puffer Bio-Rad
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma
Glycin Merck
Methanol > 99,8 % VWR
NaCl VWR
SDS Roth
PAA Roth
Salzsdure (HCI) 25 % Merck
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma
Tris MERCK
TWEEN® 20 Sigma

Tabelle 18: Pufferzusammensetzung fiir SDS-PAGE und Western Blot. Der Pufferansatz erfolgt
mit H,O, das mittels Q-Gard® 2 der Firma Millipore generiert wurde.

Puffer
SDS-PAGE Laufpuffer

Stripping

Tris-buffered saline (TBS)-Puffer (10x)

(Ix)

Western Blotting Puffer

Tris-buffered saline with TWEEN20 (TBS-T)-Puffer

Zusammensetzung

10 % Tris/Glycin/SDS Puffer
1,5 % Glycin

0,1 % SDS

1 % TWEEN 20

Mit HCI auf einen pH von 2,2 einstellen
1,5 M NaCl

0,1 M Tris

Mit HCI auf einen pH von 7,6 einstellen
10 % TBS-Pufter (10x)

0,1 % TWEEN 20

10 % Tris/Glycin Puffer

20 % Methanol




Material

Tabelle 19: Ubersicht iiber die verwendeten primiren Antikorper fiir den Western Blot.

Antikorper Hersteller Blocking-Puffer Konzentration Kat.-Nr.
Acetyliertes Sigma 5 % Milch 1:20.000 T7451
Tubulin

Anti-cleaved Cell Signaling 5 % Milch 1: 1.000 95418
PARP

Anti-fotal PARF  Cell Signaling 5 % Milch 1:2.000 95328
Anti-BCL-XL Cell Signaling 5 % Milch 1: 1.000 2764
Anti-BCL-2 Cell Signaling 5% BSA 1: 1.000 15071S
Anti-BID Cell Signaling 5 % Milch 1: 500 9313S

Tabelle 20: Ubersicht iiber die verwendeten sekundiiren Antikorper fiir den Western Blot.

Antikorper Hersteller Blocking-Puffer Konzentration Kat.-Nr.
Polyclonal Goat Anti-Rabbit  Dako 1 % Milch 1: 2.000 P04480
Immunoglobulins/HRP

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Dako 1 % Milch 1: 1.000 P02600
Immunoglobulins/HRP

Tabelle 21: Ubersicht iiber die verwendeten Materialien fiir das Stripping.

Material Hersteller
Glycin > 99,5 % VWR
Gyro-rocker SSL3 Stuart
Microprocessor pH Meter pH537 WTW

HCI125 % Merck

NaCl VWR

Tris VWR

SDS ultra pure > 99,5 % Roth
TWEEN® 20 Sigma-Aldrich

Fiir die Herstellung von TBS-T, das fiir das Stripping verwendet wurde, wurden 1,33 mmol/l
Tris und 4,88 mmol/l NaCl in 1 1 Wasser verwendet. Mithilfe von HCl wurde der pH-Wert

auf einen Wert von 7,6 eingestellt.

Tabelle 22: Ubersicht iiber die verwendeten Materialien fiir die Durchfiihrung des Proteome
Profiler Arrays.

Material Hersteller
Gyro Rocker SSL3 Stuart
Human Apoptosis Array Kit R&D Systems
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Milli-Q™ Wasseraufbereitungssystem

PBS

Plastikfolie

SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate
Zentrifuge 5810

Merck Millipore
Sigma

Aldi

Thermo Scientific

Eppendorf

Fiir die Durchfithrung des Proteome™ Profiler Arrays wurde primar das Human Apoptosis

Array Kit (Nr. ARY009) von R&D Systems verwendet. Auflerdem wurde im Rahmen des

Arrays ein BCA-Test durchgefiihrt.

2.5 Software
Tabelle 23: Ubersicht iiber die verwendete Software.

Software

CFX Maestro Software for CFX Real-Time PCR Instruments
CompuSyn

GraphPad Prism 9.3.1.471

Image Lab™ Touch Sofiware

LAS X Life Science Microscope Sofiware
LightCycler® 96 Software
MACSQuantify™ Version 2.13.2
Microsoft Excel 2016

Microsoft PowerPoint 2016

Microsoft Word 2016

Microplate Manager® Software 6
NanoDrop™ 2000/2000¢

Vertreiber
Bio-Rad
ComboSyn
GraphPad Software
Bio-Rad

Leica

Roche

Miltenyi Biotec
Microsoft
Microsoft
Microsoft
Bio-Rad

Thermo Fisher
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3 Methoden

3.1 Anzucht der UCCs und der Kontrollzelllinie HBLAK

3.1.1 Anzucht der UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3

Die Anzucht der UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3 erfolgte bei einer Temperatur von
37 Grad Celsius (°C) und einem CO2-Gehalt von 5 % im Inkubator. Als Ndhrmedium wurde
DMEM mit GlutaMAX (L-Glutamin) Zusatz verwendet, das mit 10 % FBS angereichert
wurde. Das FBS wurde vor Gebrauch bei einer Temperatur von 56 °C fiir eine halbe Stunde

hitzeinaktiviert.

Die UCCs wurden in Kulturflaschen mit einem Volumen von 25 ml und 75 ml angeziichtet.
Der Zelltransfer erfolgte in einem Abstand von drei bis vier Tagen. Vor dem Zelltransfer
wurden die Zellen mikroskopisch auf Wachstumsstdrungen und Verunreinigungen
untersucht. Danach wurde das alte Ndhrmedium entfernt und die Zellen mit 5 ml PBS
gewaschen. Mithilfe einer Trypsin-EDTA-Losung wurden die Zellen im Anschluss von
Oberflachen der Kulturflaschen gelost. Fiir die kleineren Kulturflaschen wurde 1 ml Trypsin-
EDTA-L6sung verwendet, fiir die groeren Kulturflaschen 2 ml. Nach einer Inkubationszeit
von drei Minuten bei 37 °C wurde die Trypsin-EDTA-L6sung mit 5 ml Néhrmedium
gestoppt. In neuen Kulturflaschen wurden 6 ml bis 12 ml neues Nahrmedium vorbereitet und

die Zellen in einem Verhéltnis von 1:15 (VM-CUB-1) und 1:20 (UM-UC-3) aufgeteilt.

3.1.2 Anzucht der Kontrollzelllinie HBLAK

Entsprechend den UCC:s, erfolgte die Anzucht der Kontroll-ZL HBLAK ebenfalls bei einer
Temperatur von 37 °C sowie einem CO2-Gehalt von 5 % im Inkubator. Fiir die Anzucht
wurden Kulturflaschen mit einem Volumen von 25 ml und 75 ml verwendet, die eine
Advanced TC Beschichtung besallen. Als Nidhrmedium wurde CnT-PRIME epitheliales
Proliferationsmedium verwendet. Der Zelltransfer erfolgte alle drei bis vier Tage in einem

Verhiltnis von 1:5.

In einem ersten Schritt wurde das alte Ndhrmedium entfernt und in einem Greiner-Réhrchen
aufbewahrt. Danach wurden die ZL HBLAK mit 5 ml PBS gereinigt und mithilfe einer
Accutase-Losung von den Oberflichen der Kulturflaschen gelost. Fiir die kleineren
Kulturflaschen wurde 1 ml Accutase-Losung verwendet, fiir die groferen Kulturflaschen 2
ml. Nach einer Inkubationszeit von fiinf Minuten bei 37 °C wurde die Accutase-LOosung mit

5 ml altem Néahrmedium gestoppt. Im Anschluss wurde die Suspension aus Zellen, Accutase-
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Losung und altem Ndhrmedium fiir fiinf Minuten bei einer Geschwindigkeit von 1.000
rounds per minute (rpm) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und dem

Zellsediment 6 ml bis 12 ml frisches Ndhrmedium hinzugefiigt.

3.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene funktionelle Tests durchgefiihrt, fiir die
zuerst die Bestimmung der Zellzahl und eine Aussaat der Zellen in Wells notwendig war.
Um die Zellzahl zu bestimmen, wurden 10 pl Trypanblau in ein Eppendorfgefa3 gegeben
und mit 10 pl Zellen vermischt. Nach ausgiebigem Auf- und Abpipettieren wurden 10 pl des
Gemischs in eine Zahlkammer iiberfiihrt, die in einen automatischen Zellzéhler eingelesen

wurde. Die Angabe der Zellzahl erfolgte pro ml Medium.

3.1.4 Aussaat in Wells

Die Aussaat der UCCs und der Kontroll-ZL HBLAK erfolgte in 6-Well- und in 96-Well-
Platten. Fiir den Apoptose Array wurden die Zellen auerdem in Kulturschalen mit einem
Durchmesser von 10 Zentimeter (cm) ausgesit. Pro Kulturschale wurden 600.000 Zellen
ausgesit. Mithilfe eines automatischen Zellzdhlers wurde das Zellsuspensionvolumen
bestimmt, das benotigt wurde, um die in Tabelle 24 und 25 gezeigten Zellzahlen zu erhalten.
Die Aussaat von HBLAK erfolgte in Wells mit Advanced TC Beschichtung. Aufgrund der
unterschiedlich schnellen Wachstumsgeschwindigkeiten variierte die Menge der ausgeséten

Zellen zelllinienabhéngig.

Tabelle 24: Menge ausgesiiter Zellen pro Well in 6-Well-Platten.

Zelllinie Zellzahl/Well Aussaatvolumen (ul)
VM-CUB-1 200.000 2.000
UM-UC-3 150.000 2.000
HBLAK 250.000 2.000

Tabelle 25: Menge ausgesiiter Zellen pro Well in 96-Well-Platten.

Zelllinie Zellzahl/Well Aussaatvolumen (ul)
VM-CUB-1 2.000 50
UM-UC-3 1.500 50
HBLAK 2.500 50
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3.2 Funktionelle Tests

3.2.1 MTT-Test

Mithilfe des MTT-Tests konnten Aussagen liber die Stoffwechselaktivitit von UCCs
getroffen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere MTT-Tests durchgefiihrt, um
die zelltodinduzierende Wirkung verschiedener Substanzen und Substanzkombinationen zu

testen:

1. Navitoclax;

2. Venetoclax;

3. Romidepsin und Venetoclax;
4

Quisinostat und Venetoclax.

Fiir die Durchfiihrung der MTT-Tests wurden die UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3 sowie
die Kontroll-ZL HBLAK in Quadruplikaten in 96-Well-Platten ausgesit. 24 Stunden spéter
wurden die Zellen mit den Vielfachen der IC50-Werte der o.g. Substanzen behandelt. Die
IC50-Werte werden in Tabelle 26 gezeigt. Die Vielfachen der IC50-Werte sind in Tabelle

27 zusammengefasst.

Tabelle 26: Ubersicht iiber die IC50-Werte der im MTT-Test verwendeten Substanzen. Die
Angaben erfolgen in Nanomol (nM) oder Mikromol (uM).

Substanz IC50-Wert

Romidepsin 2 nM

Quisinostat 12,5 nM (UM-UC-3, HBLAK)
10 nM (VM-CUB-1)

Venetoclax 5uM

Tabelle 27: Auflistung der verwendeten Wirkstoffkonzentrationen von Romidepsin,
Quisinostat und Venetoclax im Rahmen des MTT-Tests.

xIC50 Romidepsin (nM) Quisinostat (uM) Venetoclax (uM)
0,1 0,2 1 0,5

0,25 0,5 2,5 1,25

0,5 1 5 2,5

0,75 1,5 7,5 3,75

1 2 10 5

1,5 3 15 7,5

Als Losungskontrolle wurde DMSO verwendet. Fiir die Blankomessung wurden 50 pl
Medium pro Well verwendet. Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden wurde der MTT-

Test durchgefiihrt. Dazu wurden 10 ul MTT pro Well hinzugegeben und fiir eine Stunde
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(VM-CUBI1, UM-UC-3) bzw. vier Stunden (HBLAK) bei 37 °C inkubiert. Danach wurden
das MTT sowie das alte Ndhrmedium abgegossen und 50 ul DMSO pro Well aufgetragen.
Dadurch wurde die Umwandlung von MTT in einen violett-braunen Stoff sichtbar. Die
Platten konnten nun kolorimetrisch bei 570 Nanometern (nm) und 620 nm eingelesen
werden. Fiir die Auswertung wurde der Mittelwert der vier gemessenen Extinktionen

gebildet und auf die Losungskontrolle normiert.

3.2.1.1 Chou-Talalay-Analysen

Die Chou-Talalay-Analyse diente der Ermittlung synergistischer, additiver oder
antagonistischer Effekte verschiedener Medikamentenkombinationen im UC. Namentlich
wurde die Kombination der HDACis Romidepsin oder Quisinostat mit dem BCL-2i
Venetoclax untersucht. Bevor die Durchfiihrung einer Chou-Talalay-Analyse moglich war,
wurden die IC50-Werte genannter Medikamente in den UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3
sowie in der Kontroll-ZL HBLAK mithilfe eines MTT-Tests bestimmt. Gleiches wurde fiir
die Medikamentenkombinationen durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden in die CompuSyn-
Software eingelesen, die auf Basis der empfangenen Signale aus den einzelnen Wells der 96-
Well-Platte, die ebenfalls die unbehandelte Kontrolle (DMSO) beinhalteten, die fraction

affected sowie im weiteren Verlauf den Kombinationsindex (CI) berechnete.

3.2.1.2 Bestimmung des IC50-Werts von Navitoclax

Die Bestimmung des IC50-Werts von Navitoclax erfolgte mithilfe eines MTT-Tests. Da
Navitoclax in Pulverform und nicht in fliissiger Form geliefert worden war, musste
Navitoclax vor Durchfiihrung des MTT-Tests in DMSO gelost werden. Dies erfolgte unter
sterilen Bedingungen. Die Ausgangskonzentration von Navitoclax betrug 50 mM. Da fiir die
UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3 sowie fiir die Kontroll-ZL HBLAK noch keine 1C50-
Werte fiir Navitoclax bekannt waren, wurden nach einer Literaturrecherche sechs
verschiedene Dosierungen festgelegt, die erprobt werden sollten. Anfanglich wurden alle
genannten ZL mit denselben Dosierungen behandelt. Im Verlauf erfolgte eine

Dosisanpassung. Die verschiedenen Dosierungen sind in Tabelle 28 aufgefiihrt.

Tabelle 28: Verschiedene Dosierungen zur IC50-Bestimmung von Navitoclax. Unterschieden
werden anfangliche Dosierungen und solche nach Dosisanpassung.

Dosierungen (uM) anfiinglich: 0,1,0,5,1,5,10,25
Dosierungen (uM) spéter:

VM-CUB-1 0,5,1,1,5,2,4,5
UM-UC-3 0,5,1,1,5,2,4,5
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HBLAK 0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,03

3.2.2 Zelltodanalyse mittels FACS-Messung

Fiir die Zelltodanalyse wurden die UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3 sowie die Kontroll-ZL
HBLAK in 6-Well-Platten ausgesét und anschlieend mit den IC50-Werten der Klasse I
HDACis Romidepsin und Quisinostat sowie mit HDAC-siRNA behandelt. Durch die
Verwendung von HDAC-siRNA wurde ein Knockdown von HDACI, 2 und 3 erzielt sowie
ein kombinierter Knockdown von HDACI1 und 2. DMSO und die siRNA-Kontrolle (ctrl.)
wurden als Losungskontrollen verwendet. Die verwendeten Wirkstoffkonzentrationen sind

in Tabelle 29 aufgefiihrt.

Tabelle 29: Ubersicht iiber die verwendeten Wirkstoffkonzentrationen fiir die Zelltodanalysen.

Wirkstoff Konzentration
DMSO 10 nM (VM-CUB-1)

12,5 nM (UM-UC-3, HBLAK)
Romidepsin 2 nM
Quisinostat 10 nM (VM-CUB-1)

12,5 nM (UM-UC-3, HBLAK)
siRNA HDAC 1, 2,3 Je 1 pl (Stock-Konzentration: 20 uM)

Die Zelltodanalyse mittels FACS-Messung erstreckte sich tiber insgesamt 72 Stunden. Die
Behandlung mit o.g. Substanzen erfolgte am zweiten Tag, die Zellernte am filinften Tag. Im
Rahmen der Zellernte wurde zunéchst der Zelliiberstand entfernt und in ein Reagenzglas
tiberfiihrt. Die Zellen wurden mit 1 ml Trypsin-EDTA-L6sung (VM-CUB-1, UM-UC-3)
oder Accutase-Losung (HBLAK) aus den Wells gelost und ebenfalls in das Reagenzglas
ibertragen. Danach wurde die Zellsuspension fiir fiinf Minuten bei einer Geschwindigkeit
von 200 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde im Anschluss abgesaugt und je Reagenzglas
500 ul PBS hinzugefiigt. Danach folgte eine weitere Zentrifugation. Der Uberstand wurde
verworfen. Nun wurde der FACS-Mastermix hinzugegeben. Dessen Zusammensetzung zeigt

Tabelle 30. Je Reagenzglas wurden 80 pl Mastermix hinzugegeben.

Tabelle 30: Zusammensetzung des FACS-Mastermix. Mengenangabe je Ansatz.

Substanz Menge (ul)
Annexin V Bindepuffer 70
Annexin V FITC-Konjugat 2,5
Propidiumiodid-Stock 7,5
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Im Anschluss wurden die Proben gevortext und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur (RT)
und Verdunkelung inkubiert. Vor der Messung mit dem FACS-Gerdt wurden 500 pl
Annexin V Bindepuffer hinzugegeben und die Proben nochmals gevortext. Die Auswertung

erfolgte mithilfe einer speziellen Software, nach in Abbildung 4 dargestelltem Schema.

R pE——

MNekrose Spdte Apoptose

éﬂlnv.

Vital Frithe Apoptose

Abb. 4: Beispielhafte Auswertung einer FACS-Messung.

3.2.3 HDAC-Knockdown durch siRNA-Transfektion

Wie oben beschrieben, erfolgte die Durchfithrung einer Zelltodanalyse u.a. nach einer
Behandlung mit siRNA. Fiir die Durchfiihrung der siRNA-Transfektion wurden die UCCs
VM-CUB-1 und UM-UC-3 sowie die Kontroll-ZL HBLAK in 6-Well-Platten ausgesit. Am
nichsten Tag erfolgte ein Nahrmediumwechsel. Pro Well wurden 1,5 ml Ndhrmedium
verwendet. Danach wurden zwei verschiedene Ansitze, bezeichnet als Ansatz 1 und 2,

vorbereitet. Deren Zusammensetzung ist Tabelle 31 zu entnehmen.

Tabelle 31: Zusammensetzung der Ansitze 1 und 2 sowie deren Mengenangaben. Die
Mengenangaben entsprechen einem Ansatz.

Ansatz 1 Ansatz 2

Opti-MEM reduziertes Serum Medium (249 Opti-MEM reduziertes Serum Medium (245
ul) iy

siRNA-Stock (Stock-Konzentration: 20 uM; Lipofectamin 3000 Reagenz (5 pul)

verwendete Menge: 1 pl)

Nach der Herstellung der beiden Ansétze wurden diese vermengt. Dabei war es wichtig, dass
Ansatz 1 zu Ansatz 2 hinzugegeben wurde und nicht umgekehrt. Nach einer Inkubationszeit
von 15 Minuten bei RT wurden 500 pl des Ansatzgemisches in jeden Well hinzugegeben.
Die Zugabe erfolgte tropfchenweise. Verwendet wurde HDAC 1, 2 und 3 siRNA. Zudem
erfolgte eine Kombination von HDACI und 2 siRNA. siRNA ctrl. wurde als
Losungskontrolle verwendet. Am fiinften Tag erfolgte die Zelltodanalyse mittels FACS-

Messung.
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3.2.4 Immunfluoreszenzfirbung nach siRNA-Transfektion

Die UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3 sowie die Kontroll-ZL HBLAK wurden auf
Deckgliaschen in 6-Well-Platten ausgesédt und fiir 24 Stunden im Inkubator angeziichtet.
Danach erfolgte die Behandlung mit HDAC 1, 2 und 3 siRNA sowie einer Kombination von
HDACI1 und 2 siRNA. Als Losungskontrolle wurde siRNA ctrl. verwendet. Nach 72 Stunden
wurde das alte Ndhrmedium abgesaugt und die Zellen mit 2 ml PBS pro Well gewaschen.
Die Fixierung der Zellen auf den Deckgliaschen erfolgte mit 1 ml 3 %igem Formaldehyd
(FA) je Deckgldschen fiir zehn Minuten bei RT. Im Anschluss wurde das FA abgesaugt und
die Zellen mit PBS gewaschen. Danach wurden sie mit 1 ml 0,3 % Triton X- 100 in PBS-T
permeabilisiert und flir zehn Minuten bei RT inkubiert. AnschlieBend erfolgte die zweimalige
Reinigung der Zellen fiir je zehn Minuten in PBS-T und das Blocken mit 1 ml Blocking-
Reagenz, das aus 10 % Ziegenserum, 0,1 % Triton X-100 und 0,3 M Glycin in PBS bestand.
Das Blocken erfolgte fiir 60 Minuten bei RT. Danach wurde der Primérantikdrper Phospho-
Histone H2A.X aufgetragen, der zuvor im Verhéltnis von 1:100 in Antikdrperpuffer
verdiinnt worden war. Der Antikorperpuffer setzte sich aus 1 % BSA und 0,1 % Triton X-
100 in PBS zusammen. Der Priméarantikorper inkubierte tiber Nacht bei einer Temperatur von
4 °C. Am nichsten Tag wurden die Zellen viermal fiir je zehn Minuten in PBS-T gewaschen.
Im Anschluss wurde der Sekundarantikorper Goat anti Rabbit 488 aufgetragen. Dieser war
zuvor in Antikorper-Puffer 1:500 verdiinnt worden. Er inkubierte fiir eine Stunde bei RT im
Dunkeln. Danach wurden die Zellen dreimal fiir je zehn Minuten mit PBS-T gewaschen. Die
zytochemische Féarbung erfolgte mit 1 ml DAPI je Well fiir zwei Minuten bei RT. Danach
wurden die Zellen zweimal flir zehn Minuten in PBS-T gewaschen und eingedeckelt. Dazu
wurde ein Tropfen Mounting Medium verwendet. Die Lagerung der Proben erfolgte im

Anschluss bei 4 °C.

Die zytochemischen Farbungen wurden mit dem Mikroskop Leica DM6 B dargestellt und
mit der Kamera Leica DFC9000GT aufgenommen. Mit der Leica-Software LAS X konnten

die Bilder zugeschnitten werden.

3.3 Ribonukleinsidure (RNA)-Analyse

3.3.1 Isolation der RNA

Die Isolation der RNA erfolgte mehrschrittig mithilfe zweier Isolations-Kits. Fiir die
Isolation der RNA wurden die UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3 sowie die Kontroll-ZL
HBLAK in Kulturflaschen mit einem Volumen von 25 ml oder in 6-Well-Platten

angeziichtet. Um die Zellen aufzubrechen, wurde erst das alte Ndhrmedium entfernt, die

34



Methoden

Zellen mit 2 ml PBS pro Well gewaschen und im Anschluss ein Lysemix hinzugegeben. Der
Lysemix setzte sich aus 350 ul (6-Well-Platte) bzw. 600 ul (Kulturflasche) RLT-Puffer und
6 ul B-Mercaptoethanol pro Ansatz zusammen. Durch griindliches Auf- und Abpipettieren
erfolgte eine gute Durchmischung der Zellen mit dem Lysemix. Im Anschluss wurde das
Zelllysat in ein Zergliederungssystem (QIAshredder) iibertragen. Nach zweiminiitiger
Zentrifugation bei 13.000 rpm wurde das Zellsediment verworfen. Danach wurden 350 pl
bzw. 600 pl 70%iges Ethanol zu jeder Shredder-Saule hinzugegeben. Das Gemisch wurde
in RNeasy Mini spin columns iibertragen und fiir 30 Sekunden bei 11.000 rpm zentrifugiert.
Das Zellsediment wurde wieder verworfen. Die DNase I Verdauung erfolgte optional und
wurde nur nach der Behandlung mit EPIis durchgefiihrt. Fiir die DNase I Verdauung wurden
die Proben mit 350 ul RW1-Waschpuffer gereinigt und danach ein DNase I-Puffer-Mix
hinzugegeben. Dieser setzte sich aus 10 pl Enzym und 70 pl Puffer je Ansatz zusammen.
Eine Inkubationszeit von 15 Minuten bei RT ermoglichte die Spaltung der DNA-
Molekiilketten. Im Anschluss erfolgte eine erneute Reinigung mit 350 pl RW1-Waschpuffer
und 500 pul RPE-Puffer. Die Zentrifugation erfolgte fiir 30 Sekunden bei 11.000 rpm und
anschlieBend fiir zwei Minuten bei 13.000 rpm. Die Shredder-Saulen wurden auf Eppendorf-
Gefdlle von 1,5 ml iibertragen und zweimal 30 pl RNase-freies Wasser hinzugegeben.
Dazwischen wurden die Proben fiir eine Minute bei 11.000 rpm zentrifugiert. Nach erfolgter

RNA-Extraktion wurden die Proben bei -80 °C gekiihlt.

3.3.2 Bestimmung der RNA-Konzentration mittels NanoDrop

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte mittels Mikrovolumen-
Spektralphotometer sowie NanoDrop Software. Zu Beginn wurde mithilfe von 1 pl RNase-
freiem destilliertem Wasser eine Blankomessung durchgefiihrt. Die Proben wurden vor der
Messung gut durchmischt und anschlieend 1 pl Probenmaterial aufgetragen. Die RNA -

Konzentration wurde in Nanogramm pro Mikroliter (ng/pul) angegeben.

3.3.3 Herstellung von komplementirer DNA (¢cDNA) durch reverse Transkription
Durch reverse Transkription wurde RNA in komplementéire DNA (cDNA) umgeschrieben.
In 0,5 ml groBen PCR-Tubes wurden 1 ug RNA und Ampuwa-Wasser zusammengegeben.
Das Volumen pro PCR-Tube sollte insgesamt 12,5 ul betragen. AnschlieBend erfolgte die

Zugabe des ersten Mastermixes. Dessen Zusammensetzung ist in Tabelle 32 aufgefiihrt.
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Tabelle 32: Komponenten des ersten Mastermixes fiir die reverse Transkription. Die
Mengenangaben beziehen sich auf einen Ansatz.

Substanz Menge (ul)

dNTP Mix 1 (Katalog: R0192, Thermo Scientific)
Oligo(dT)18 Primer 0,25 (Katalog: S0132, Thermo Scientific)
Random Hexamer Primer 0,75 (Katalog: S0142, Thermo Scientific)

Nach Zugabe des Mastermixes wurden die Proben fiir fiinf Minuten bei 65 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben fiir 10 Sekunden herunterzentrifugiert und auf Eis gelagert.

Ein zweiter Mastermix wurde hinzugegeben. Dessen Zusammensetzung zeigt Tabelle 33.

Tabelle 33: Komponenten des zweiten Mastermixes fiir die reverse Transkription. Die
Mengenangaben beziehen sich auf einen Ansatz.

Substanz Menge (ul)

Maxima H Minus Reverse Transkriptase 1 (Katalog: EP0752, Thermo Scientific)
RiboLock RNase Inhibitor 0,5 (Katalog: EO0381, Thermo Scientific)
RT-Puffer 4

Eine mehrschrittige Inkubation der Proben bei 25 °C (10 Minuten), 50 °C (30 Minuten)
sowie 85 °C (5 Minuten) gewéhrleistete die optimale Wirkung der Mastermixkomponenten.
Die cDNA wurde im Anschluss in einem Verhédltnis von 1:20 in RNase-freiem Wasser

verdiinnt und bei -20 °C gelagert.

3.3.4 Durchfiihrung der quantitativen Real-time PCR (qQRT-PCR)

Mithilfe der qRT-PCR erfolgte die Vervielféltigung und die Mengenbestimmung von
Gensequenzen des UC. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei- und dreischrittige PCRs
durchgefiihrt. Bei der Durchfiihrung der zweischrittigen PCRs wurde Luna Universal gPCR
Mastermix als Reaktionsgemisch verwendet. Fiir die dreischrittigen PCRs wurde der SYBR
Green Mastermix verwendet. Die Messung der Proben erfolgte in Triplikaten. Die Standard-
ZL wurde in Form einer Verdiinnungsreihe aufgebracht. Dafiir wurden eine 1:20, 1:100 und
1:500 Verdiinnung gewdhlt. Die Verdiinnung erfolgte mithilfe von Ampuwa-Wasser. Mit
einer Multipipette wurden 10 pl Mastermix pro Well appliziert. Danach wurden je Well 8 ul

Primermix hinzugegeben. Dessen Zusammensetzung zeigt Tabelle 34.
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Tabelle 34: Zusammensetzung des Primermixes fiir die qRT-PCR. Die Mengenangaben beziehen
sich auf die Abdeckung eines Reservoirs mit Primermix.

Substanz Menge (ul)
Ampuwa-Wasser 79
Forward-Primer 0,05
Reversed-Primer 0,05

Die Ausgangskonzentration der verwendeten Primer betrug 100 uM. Am Ende wurden je
Well 2 nl cDNA hinzugegeben. Das Pipettieren erfolgte stets auf Eis. Im Anschluss wurde
die PCR-Platte fiir zwei Minuten bei von 2.500 rpm zentrifugiert. Die Auswertung erfolgte
mithilfe eines LightCyclers. Dazu wurde der Mittelwert aus den Triplikaten gebildet und

dieser auf das housekeeping Gen TBP normiert.

3.4 Protein-Analyse

3.4.1 Durchfithrung der Proteinextraktion

Fiir die Proteinextraktion wurden die UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3 sowie die Kontroll-
ZL HBLAK in Kulturflaschen mit einem Volumen von 25 ml angeziichtet. Im Anschluss
erfolgte eine Behandlung mit den jeweiligen IC50-Werten der Klasse | HDACis Romidepsin
und Quisinostat sowie mit 1 ul HDAC 1, 2 und 3 siRNA. Fiir die Proteinernte wurde das alte
Néhrmedium abgesaugt und die Zellen mit 2 ml PBS pro Kulturflasche gewaschen. Im
Anschluss wurden 153 pl eines Lysemixes hinzugegeben. Dessen Zusammensetzung ist in

Tabelle 35 aufgefiihrt.

Tabelle 35: Zusammensetzung des Lysemixes fiir die Proteinextraktion. Mengenangabe pro

Ansatz.
Substanz Menge (v/v)
1x RIPA-Puffer Siehe Tabelle 8
Phosphataseinhibitor 1%
Proteaseinhibitor 1%

Mithilfe eines Cell Scrapers wurde der Lysemix gleichméBig in der Flasche verteilt und die
Zellen mechanisch aufgeschlossen. Wahrenddessen erfolgte die Lagerung der Zellen auf Eis.
Die Lysemix-Zellsuspension wurde im Anschluss in ein Eppendorfgefil} tiberfiihrt und fiir
30 Minuten auf Eis geschwenkt. Danach wurden die Proben fiir fiinf Minuten bei 4 °C und
12.000 g zentrifugiert. Der Zellliberstand wurde abpipettiert und bei -80 °C gelagert.
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3.4.2 Bestimmung der Protein-Konzentration mittels Bicinchoninsiure (BCA)-Tests
Fir die Durchfiihrung des BCA-Tests wurden sieben Standardlosungen mit

unterschiedlichen Konzentrationen verwendet. Diese werden in Tabelle 36 gezeigt.

Tabelle 36: Ubersicht iiber die Standardlésungen und deren jeweiliger Konzentration fiir den
BCA-Test.

Standard Konzentration (ug/ml)
1 2.000

2 1.000

3 500

4 250

5 125

6 63

7 32

Die Proben wurden 1:5 mit RIPA-Puffer verdiinnt und auf eine 96-Well-Platte aufgetragen.
Die Messung erfolgte in Duplikaten. Pro Well wurden 10 pl Probenmaterial verwendet.
Dann wurden 200 ul BCA-Mix hinzugegeben. Dieser bestand aus 196 pl von Reagenz A
und 4 pl von Reagenz B pro Well. In die Wells, die fiir die Blankomessungen vorgesehen
waren, wurden lediglich 10 pl RIPA-Puffer und 200 pl BCA-Mix gegeben. Nach einer
dreiigminiitigen Inkubationszeit bei 37 °C erfolgte die Messung. Dazu wurde das
Absorptionsverhalten der Proben durch das ELISA-Gerdt FLUOstar OPTIMA bei 595 nm

gemessen. Die Angabe der Proteinmenge erfolgte in pg/ml.

3.4.3 SDS-Page

Fiir die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurden je Probe 20 pg Protein aufbereitet.
Mithilfe von RIPA-Puffer wurde das Probenvolumen einheitlich auf 18 pl aufgefiillt. Diesen
wurden 6 ul ROTI Load 1 Probenpuffer hinzugegeben. Es folgte eine Inkubationszeit von
fiinf Minuten bei 95 °C.

Als Trennmedium wurden SDS-Polyacrylamid-Gele unterschiedlicher Konzentrationen
verwendet. Fiir den Nachweis von BCL-2 und BID in unbehandelten UCCs wurde eine
Gelkonzentration von 12 % gewihlt. Der Proteinnachweis in behandelten UCCs erfolgte
mittels eines 10 %igen Gels. Die Zusammensetzung der Trenngele und des verwendeten

Sammelgels ist in Tabelle 37 aufgefiihrt.
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Tabelle 37: Zusammensetzung der Trenngele und des Sammelgels. Die Angaben beziehen sich
auf die Herstellung von zwei Gelen.

Trenngel (10 %) Trenngel (12 %) Sammelgel
H,O 4 ml 3,3ml 3,4 ml
PAA 30 % 3,3ml 4 ml 0,83 ml
Tris
1,5M pH 8,8 2,5ml 2,5ml -
1M pH 6,8 - - 0,63 ml
10 % SDS 0,1 ml 0,1 ml 0,05 ml
10 % APS 0,1 ml 0,1 ml 0,05 ml
Temed 0,005 ml 0,005 ml 0,005 ml

Die Gele wurden in ein System eingespannt, das mit Eis umschlossen wurde und die
Kammern des Systems mit SDS-Page-Laufpuffer gefiillt. Der Gelkamm wurde entfernt und
die Geltaschen mit einer Spritze ausgewaschen. Je Probe wurden 20 pug Protein aufgetragen.
Als GroBBenmarker fungierten 7 ul Page Ruler Prestained Protein Ladder. Zunachst wurde
eine Spannung von 100 Volt fiir 15 Minuten angelegt. Danach erfolgte die Auftrennung bei
200 Volt fiir etwa eine Stunde.

3.4.4 Western Blot

Die aufgetrennten Proteine wurden auf eine Polyvinylfluorid-Membran (PVDF-Membran)
ibertragen. Diese war zuvor in 100 % Methanol (eine Minute), destilliertem Wasser (zwei
Minuten) und Blotting Puffer (fiinf Minuten) vorbereitet worden. Das Whatman-Filterpapier
wurde fiir fiinf Minuten in Blotting Puffer eingeweicht. Pro Gel wurden vier Whatman-
Papiere bendtigt. Der Blot wurde in einer Schale mit Blotting Puffer zusammengebaut und
in den Semidry Blotter eingelegt. Die Proteiniibertragung erfolgte bei 25 Volt und dauerte
20 Minuten. Im Anschluss wurde die Membran viermal fiir je zehn Minuten in TBST-Puffer
gewaschen. Das anschlieende Blocken erfolgte mit 5 % Milch (unbehandelte UCCs) bzw.
5 % BSA (behandelte UCCs BCL-2) fiir eine Stunde bei RT. Die Primérantikdrper
inkubierten iiber Nacht bei 4 °C auf einem Schiittler. Am nichsten Tag wurden die
Membranen fiir viermal zehn Minuten in TBST-Puffer gewaschen. Der Sekundérantikérper

wurde im Anschluss aufgetragen und inkubierte bei RT fiir eine Stunde.

Die Proteindetektion erfolgte mithilfe des ECL Western Blotting Detection Kits. 500 ul von
Losung A und 500 pl von Losung B wurden in einem Eppendorfgefdl vermengt und
anschliefend auf die Membran aufgetragen. Nach einer Inkubationszeit von fiinf Minuten

wurde die Membran mit einer durchsichtigen Folie bedeckt und in das ChemiDoc MP
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Imaging System gelegt. Dieses machte Bilder der Markierung und des Chemilumineszenz-

Signals, die sich im Rahmen eines Mergings vereinen lieen.

3.4.5 Stripping

Um mehrere Proteine auf einer Membran nachweisen zu konnen und Unsauberkeiten im
Hintergrund zu verringern, wurden die Membranen durch mildes Stripping von Primir- und
Sekundérantikdrpern sowie Proteinfragmenten befreit. Dafiir wurden die Membranen

zweimal mit mildem Strippingpuffer (Tabelle 38) fiir zehn Minuten bei RT inkubiert.

Tabelle 38: Zusammensetzung von 100 ml mildem Strippingpuffer.

100 ml Konzentration
Glycin I,5¢g 1,5 %
SDS 0,1g 0,1%
Tween 20 1 ml 1%

Der Strippingpuffer wurde auf einen sauren pH-Wert von 2,2 mithilfe von HCI eingestellt.
Die Inkubation erfolgte in Plastikcontainern mit 20 ml Strippingpuffer auf einem Schiittler.
Danach wurden die Membranen zweimal in PBST gewaschen und fiir eine Stunde mit 5 %

Milch geblockt. Danach konnte ein neuer Primdrantikorper appliziert werden.

3.4.6 Proteome Profiler Array

3.4.6.1 Probenvorbereitung

Mithilfe des Proteome Profiler™ Arrays konnte die relative Expression von 35
verschiedenen Apoptosefaktoren auf Proteinebene bestimmt werden. Zur Durchfithrung
wurde ein Human Apoptosis Array Kit verwendet. Vor der Expressionsanalyse wurde die
UCC UM-UC-3 in Kulturschalen mit 10 ml Ndahrmedium ausgesit. In jede Kulturschale
wurden 600.000 Zellen ausgesét. Einen Tag spéter erfolgte die Behandlung von UM-UC-3
wie in Tabelle 39 dargestellt.

Tabelle 39: Ubersicht iiber die verwendeten Substanzen fiir den Proteome Profiler Array und
deren jeweilige Konzentration.

Substanz Konzentration
DMSO 12,5 nM
Romidepsin 2 nM
Quisinostat 12,5 nM
Etoposid 0,75 uM
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Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden wurde das alte Ndhrmedium abgesaugt und die
Zellen mit 5 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden gezihlt und je Ansatz 1 x 7'° Zellen/ml
in ein Greiner-Rohrchen iiberfithrt. Pro Roéhrchen wurden 250 pl Lysis Buffer 17
hinzugegeben. Dieser wurde vor Gebrauch frisch zubereitet und mit 10 pg/ml Aprotinin, 10
ng/ml Leupeptin und 10 pg/ml Pepstatin versehen. Die Zellen wurden durch Auf- und
Abpipettieren in dem Lysepuffer resuspendiert. Danach wurde das Lysat bei 6 °C fiir 30
Minuten vorsichtig geschwenkt. Im Anschluss erfolgte die Zentrifugation der Proben bei
4 °C und 14.000 g fiir fiinf Minuten. Der Uberstand wurde abgenommen und in ein neues

Eppendorfgefal} iibertragen. Die Proben wurden bei — 70 °C eingefroren.

3.4.6.2 Durchfiihrung des Arrays

In eine 4-Well-Platte wurden je Well 2 ml Array Buffer 1 hinzugegeben. In jedem Well wurde
eine Array-Membran platziert. Die Membranen wurden fiir eine Stunde bei RT auf einem
Schiittler inkubiert. Wéhrenddessen wurden die Proben vorbereitet. Zuvor war deren
Proteingehalt mittels BCA-Tests bestimmt worden. Je Probe wurden 400 pg Protein
verwendet. Dem wurden 1,25 ml Array Buffer 1 hinzugegeben. Insgesamt war ein Volumen
von 1,5 ml je Probe gewiinscht. Der Rest wurde mit Lysis Buffer 17 aufgefiillt. Die
Probenvorbereitung erfolgte auf Eis. Nach einer Stunde wurde der Array Buffer 1 aus den
Wells der 4-Well-Platte entfernt und 250 puL Probenlysat je Array-Membran aufgetragen. Es

folgte eine Inkubation liber Nacht bei 4 °C auf einem Schiittler.

Am néchsten Tag wurden die Array-Membranen dreimal fiir je zehn Minuten in 20 ml 1X
Wash Buffer gewaschen. Dazu wurden 40 ml 25X Wash Buffer Concentrate in 960 ml
Millipore-Wasser verdiinnt. Danach wurden 1,5 ml Detection Antibody Cocktail pro
Membran aufgetragen. Dieser war zuvor verdiinnt worden, indem 15 pl Detection Antibody
Konzentrat in 1,5 ml 1X Array Buffer 2/3 je Ansatz gelost wurden. Es folgte eine Inkubation
von einer Stunde bei RT. Danach wurden die Membranen abermals dreimal in 20 ml 1X
Wash Buffer fiir je zehn Minuten gewaschen. Wahrenddessen wurde Streptavidin-HRP in
einem Verhiltnis von 1:2.000 in 1X Array Buffer 2/3 gelost. 2 ml der Losung wurden jeder
Membran hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation fiir 30 Minuten bei RT auf einem

Schiittler. Danach wurden die Membranen nochmal gewaschen.

3.4.6.3 Proteindetektion
Die Array-Membranen wurden auf eine Plastikfolie iiberfiihrt. Fiir die Proteindetektion der
mit Romidepsin behandelten Proben wurden 500 pl Chemi Reagent 1 und 500 ul Chemi

Reagent 2 vermischt und gleichmédBig auf der Membran verteilt. Fiir Quisinostat und
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Etoposid wurde 1 ml SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate aufgetragen,
nachdem das Signal nach anfianglicher Verwendung des Chemi Reagent Mixes nicht stark
genug war. Die Plastikfolie wurde geschlossen und vorsichtig ausgestrichen, um den
iiberschiissigen Chemi Reagent Mix zu entfernen. Danach wurde der obere Teil der
Plastikfolie entfernt und die Array-Membranen mit Frischhaltefolie umwickelt. Es folgte die
Einlegung der Membranen in das ChemiDoc MP Imaging System und eine Auswertung nach

zehn Minuten.

Die Auswertung der Pixeldichte erfolgte mit Hilfe der /mage Lab Software. In diese wurden
die mit dem ChemiDoc MP Imaging System angefertigten Bilder eingelesen und im
Anschluss die Option Volume Tools gewiahlt. Die Punkte auf den Bildern wurden nun einzeln
umkreist und mit den jeweiligen Probennamen versehen. Danach wertete die /mage Lab
Software die Pixeldichte der einzelnen Punkte aus und iiberfiihrte diese in eine Excel-
Tabelle. Mithilfe der Excel-Tabelle konnte der Mittelwert fiir jedes Probenpaar gebildet
werden sowie fiir die drei Referenzpunkte, die im Anschluss ins Verhiltnis zueinander
gesetzt wurden. Ebenso wurden die Standardabweichungen berechnet. Die Werte wurden in
eine Grafik tiberfiihrt, wobei die x-Achse die verschiedenen Apoptosefaktoren zeigte und

die y-Achse die Pixeldichte in Relation zu den Referenzen.

3.5 Statistik

Fiir den statistischen Vergleich der Genexpression von Apoptosereguatoren in behandelten
UCCs gegeniiber ihren Kontrollen (DMSO oder siRNA ctrl.), wurde ein unpaired two-
samples t-Test verwendet. Dieser wurde mittels GraphPad Prism Sofiware durchgefiihrt.
Die ermittelten p-Werte galten < 0,05 als signifikant, solche < 0,01 als hochsignifikant.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Apoptose ist im UC fehlreguliert

4.1.1 Pro- und antiapoptotische Faktoren sind in UCCs auf messenger RNA (mRNA)-
Ebene fehlreguliert

Die Fehlregulation der Apoptose ist ein Charakteristikum von Krebszellen, das ihnen einen
Uberlebens- und Wachstumsvorteil verschafft und dariiber hinaus die Entstehung von
Therapieresistenzen begiinstigt. Aus diesen Griinden wird die Apoptose als
vielversprechender Angriffspunkt in der Krebstherapie gehandelt. Im UC wurde sie jedoch
erst oberflachlich untersucht, wobei ein tieferes Verstindnis der Apoptosemechanismen

hilfreich fiir die Entwicklung wirksamer Therapien sein konnte.

Um das bekannte Wissen zu erweitern, wurde die Genexpression von elf verschiedenen pro-
und antiapoptotischen Faktoren der BCL-2-Familie und der IAPs in diversen UCCs, LTTs
sowie in vier normalen Kontroll-ZL untersucht. Die Analysen erfolgten mit Hilfe der qRT-
PCR. Die Auswahl der UCCs sollte die Heterogenitédt des UC widerspiegeln und entspricht

den im Labor tiblicherweise verwendeten UCCs.

Die Abbildungen 5 bis 7 stellen die relative Expression proapoptotischer Faktoren auf
mRNA-Ebene in erwéhnten ZL dar. Um ein besseres Verstindnis der Ergebnisse zu
gewdhrleisten, erfolgte eine thematische Einteilung der proapoptotischen Faktoren basierend

auf ihrer Funktion im Kontext der Apoptose.

Abbildung 5 zeigt die Expression von FADD und TRADD, bei denen es sich um

Adapterproteine handelt, die an der extrinsischen Apoptose mitwirken.
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Abb. 5: Die proapoptotischen Faktoren FADD und TRADD sind in UCCs fehlreguliert.
Untersucht wurde die Expression genannter Faktoren auf mRNA-Ebene mit Hilfe der qRT-PCR.
Gemessen wurden Triplikate. Der Mittelwert wurde mit der Expression des housekeeping Gens TBP
ins Verhiltnis gesetzt, um die relative Genexpression zu berechnen. Die durchschnittliche Expression
des jeweiligen Faktors in den vier Kontroll-ZL wird durch eine Linie dargestellt. Weiterhin sind die
Standardabweichungen dargestellt. Die Abszisse zeigt die verwendeten ZL eingeteilt in normale ZL,
Tumor-ZL sowie Tumor-ZL mit korrespondierenden Cisplatin resistenten ZL. Auf der Ordinate
befindet sich die relative Genexpression.

Aus der Abbildung geht hervor, dass die Kontroll-ZL eine variierende Expression von FADD
und TRADD aufweisen, wobei TRADD starker exprimiert wird als FADD. Die relative
FADD-Expression unterscheidet sich dariiber hinaus in Abhéngigkeit von der untersuchten
Tumor-ZL. Wihrend manche eine hohere Expression als die Kontroll-ZL aufweisen, zeigen
andere Tumor-ZL eine vergleichbare oder niedrigere FADD-Expression. Besonders hoch
féllt die Expression von FADD in den UCCs VM-CUB-1 und 647v aus, was bereits nach
einem kurzen Blick auf obige Abbildung hervorsticht. In den LTTs ergibt sich ein ebenso
heterogenes Bild wie in den UCCs. Wihrend zum Beispiel 253J LTT ein hoheres FADD-
Expressionsniveau aufweist als die Kontroll-ZL, warten andere LTTs mit niedrigeren

Expressionsleveln auf.

In absoluten Zahlen exprimieren viele UCCs dhnlich viel oder sogar mehr TRADD als
FADD. Vergleicht man jedoch die TRADD-Expression in UCCs mit der in den Kontroll-ZL,
so fallt auf, dass nur wenige Tumor-ZL mehr TRADD exprimieren als die Kontroll-ZL, was
im Falle von FADD gegenteilig ist. Es zeigt sich, dass die TRADD-Expression in den UCCs
UM-UC-6 und RT-4 am stirksten ist, wihrend VM-CUB-1 und 647v, die viel FADD
exprimieren, nur geringfligig mehr 7TRADD bilden als die Kontroll-ZL.
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Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Faktoren der extrinsischen Apoptose in den
meisten UCCs fehlreguliert sind. Ob sich dhnliche Beobachtungen auch fiir die beiden am
MOMP beteiligten Faktoren BID und BAX machen lassen, zeigt Abbildung 6.
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Abb. 6: Die proapoptotischen Faktoren BID und BAX sind in UCCs fehlreguliert. Untersucht
wurde die Expression genannter Faktoren auf mRNA-Ebene mit Hilfe der qRT-PCR. Gemessen
wurden Triplikate. Der Mittelwert wurde mit der Expression des housekeeping Gens TBP ins
Verhiltnis gesetzt, um die relative Genexpression zu berechnen. Die durchschnittliche Expression
des jeweiligen Faktors in den vier Kontroll-ZL wird durch eine Linie dargestellt. Weiterhin sind die
Standardabweichungen dargestellt. Die Abszisse zeigt die verwendeten ZL eingeteilt in normale ZL,
Tumor-ZL sowie Tumor-ZL mit korrespondierenden Cisplatin resistenten ZL. Auf der Ordinate
befindet sich die relative Genexpression.

In den normalen ZL betrédgt die relative BID-Expression etwa 1. In den Tumor-ZL variiert
sie zelllinienabhéngig und féllt besonders stark in der UCC RT-4 aus. Daneben zeigen auch

UM-UC-6 sowie 647v erhohte Expressionswerte. An dieser Stelle gilt es zu erwdhnen, dass
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RT-4 aufgrund von TBP-Verdnderungen haufig Zellexpressionsartefakte aufweist und daher
im Kontext von Genexpressionsanalysen mit Zuriickhaltung zu bewerten ist. Die iibrigen
UCCs weisen entweder eine vergleichbare oder niedrigere BID-Expression als die Kontroll-
ZL auf. Die Bildung von BID wvariiert in LTTs: Das eine Mal wird das BID-
Expressionsniveau der Kontroll-ZL {iberschritten, ein anderes Mal unterschritten. Sicher ist,

dass hier keine signifikante Uberexpression wie in RT-4 zu beobachten ist.

Wie oben beschrieben, sind BID und BAX an dem Prozess der outer membrane
permeabilization beteiligt und interagieren in diesem Kontext. Dieser Umstand fiihrt zu der
Vermutung, dass beide Faktoren in etwa gleich stark exprimiert werden, jedoch handelt es
sich dabei um eine Fehlannahme. Den vorliegenden Daten zufolge wird BAX in den
Kontroll-ZL beinahe doppelt so stark exprimiert wie B/D. Bricht man die vorliegenden
Ergebnisse auf absolute Werte herunter, so zeigt sich, dass die UCCs mehr BAX als BID
exprimieren, jedoch im Vergleich zu den normalen ZL eine geringere BAX-Expression
aufweisen. Auch hier sticht abermals die UCC RT-4 hervor, die eine besonders hohe BAX-
Expression zeigt, ebenso wie die LTT J82 LTT.

AbschlieBend sollen die proapoptotischen Faktoren DAXX und BCL-XS sowie deren relative

Genexpression in Abbildung 7 nédher beleuchtet werden.
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Abb. 7: Die proapoptotischen Faktoren DAXX und BCL-XS sind in UCCs fehlreguliert.
Untersucht wurde die Expression genannter Faktoren auf mRNA-Ebene mit Hilfe der qRT-PCR.
Gemessen wurden Triplikate. Der Mittelwert wurde mit der Expression des housekeeping Gens TBP
ins Verhéltnis gesetzt, um die relative Genexpression zu berechnen. Die durchschnittliche Expression
des jeweiligen Faktors in den vier Kontroll-ZL wird durch eine Linie dargestellt. Weiterhin sind die
Standardabweichungen dargestellt. Die Abszisse zeigt die verwendeten ZL eingeteilt in normale ZL,
Tumor-ZL sowie Tumor-ZL mit korrespondierenden Cisplatin resistenten ZL. Auf der Ordinate
befindet sich die relative Genexpression.

Auch anhand der Expression von DAXX und BCL-XS wird das deutlich, was in den
vorherigen Textsegmenten immer wieder hervorgehoben wurde: Die Expression von
proapoptotischen Faktoren ist in UCCs und LTTs fehlreguliert. Die Intensitit besagter
Fehlregulation unterscheidet sich in einer zelllinien- und faktorabhdngigen Art und Weise
und das nicht nur zwischen den verschiedenen ZIL-Kategorien, sondern auch innerhalb

dieser, sodass sich ein vielgestaltiges Bild ergibt.

In Bezug auf BCL-XS soll nicht unerwéhnt bleiben, dass es sich um den einzigen in dieser
Arbeit untersuchten proapoptotischen Faktor handelt, der in keiner einzigen UCC im
Vergleich zu den Kontroll-ZL iiberexprimiert wird. Alleinig J82 LTT bildet mehr BCL-XS
als die Kontrollgruppe aus. Bezieht man die vorherigen Abbildungen mit ein, so wird
deutlich, dass J82 LTT stets mehr proapoptotische Faktoren exprimiert als die zugehdrige

parentale ZL. Dies trifft auf keine andere LTT zu.

Es kann festgehalten werden, dass einige UCCs proapoptotische Faktoren stirker
exprimieren als in den Kontroll-ZL. Zu den betroffenen Faktoren zdhlen z.B. BID und
TRADD. Die anderen Faktoren (FADD, BAX, BCL-XS) werden jedoch iiberwiegend geringer

exprimiert als in der Kontrollgruppe.
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Ob sich die Expression antiapoptotischer Faktoren in UCCs und LTTs dhnlich gestaltet wie
die ihrer proapoptotischen Gegenspieler, zeigen die Abbildungen 8 bis 10.
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Abb. 8: Die antiapoptotischen Faktoren BCL-2 und MCL-1 sind in UCCs fehlreguliert.
Untersucht wurde die Expression genannter Faktoren auf mRNA-Ebene mit Hilfe der qRT-PCR.
Gemessen wurden Triplikate. Der Mittelwert wurde mit der Expression des housekeeping Gens TBP
ins Verhiltnis gesetzt, um die relative Genexpression zu berechnen. Die durchschnittliche Expression
des jeweiligen Faktors in den vier Kontroll-ZL wird durch eine Linie dargestellt. Weiterhin sind die
Standardabweichungen dargestellt. Die Abszisse zeigt die verwendeten ZL eingeteilt in normale ZL,
Tumor-ZL sowie Tumor-ZL mit korrespondierenden Cisplatin resistenten ZL. Auf der Ordinate
befindet sich die relative Genexpression.

Die relative BCL-2-Expression beléduft sich in den normalen ZL auf unter 0,5 und fallt damit
vergleichsweise niedrig aus. Demgegentiber stehen die UCCs, die iiberwiegend eine leichte

bis deutlich erhdhte Expression von BCL-2 im Vergleich zur Kontrollgruppe aufweisen.
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Besonders sticht die ZL SW-1710 ins Auge, die ein duflerst hohes BCL-2-Expressionslevel
zeigt, gefolgt von J82. Auffillig ist, dass alle analysierten LTTs weniger BCL-2 exprimieren
als die zugehorigen parentalen ZL. Die stirkste Diskrepanz liegt bei J82 und der

entsprechenden resistenten Linie J82 LTT vor.

Die relative MCL-1-Expression in den Kontroll-ZL erreicht beinahe doppelt so hohe Werte
wie die von BCL-2. Im Unterschied zu BCL-2 wird MCL-1 jedoch nur in wenigen UCCs
deutlich tiberexprimiert. Dazu zéhlen die ZL RT-4 und SCaBER. Drei weitere UCCs weisen
eine leicht erhohte MCL-I-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Hervorzuheben
ist, dass sdmtliche LTTs mehr MCL-I bilden als ihre parentalen ZL, wobei die

Expressionswerte der LTTs dennoch unterhalb derjenigen in den Kontroll-ZL verbleiben.
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Abb. 9: Die antiapoptotischen Faktoren BIRC3 und BIRC5 sind in UCCs fehlreguliert.
Untersucht wurde die Expression genannter Faktoren auf mRNA-Ebene mit Hilfe der qRT-PCR.
Gemessen wurden Triplikate. Der Mittelwert wurde mit der Expression des housekeeping Gens TBP
ins Verhéltnis gesetzt, um die relative Genexpression zu berechnen. Die durchschnittliche Expression
des jeweiligen Faktors in den vier Kontroll-ZL wird durch eine Linie dargestellt. Weiterhin sind die
Standardabweichungen dargestellt. Die Abszisse zeigt die verwendeten ZL eingeteilt in normale ZL,
Tumor-ZL sowie Tumor-ZL mit korrespondierenden Cisplatin resistenten ZL. Auf der Ordinate
befindet sich die relative Genexpression.

Analog zu der relativen BCL-2-Expression in den normalen ZL féllt auch die Expression von
BIRC3 verhiltnisméBig gering aus. In den untersuchten UCCs zeigt sich ein heterogenes Bild
in Bezug auf die Bildung von BIRC3, wobei das Gros der Tumor-ZL BIRC3 stirker oder
sogar deutlich stirker exprimieren. In diesem Zusammenhang fallen insbesondere die UCCs
UM-UC-3, SCaBER sowie 253]J auf. Die hochste BIRC3-Expression findet sich in J82 LTT

wieder.

Auch die basale Expression von B/RCS5 in der Kontrollgruppe ist iiberschaubar. Bei BIRCS
handelt es sich um den einzigen hier analysierten antiapoptotischen Faktor, der in allen
UCCs und LTTs stérker exprimiert wird als in den normalen ZL, was seine mdgliche
Bedeutung im UC betont. Die stdrkste Expression von BIRC5 wurde in der UCC 5637
beobachtet. Hervorzuheben ist, dass BIRCS in allen LTTs, abgesehen von 253J LTT, starker
exprimiert wird als in den dazugehorigen parentalen ZL, was darauf hindeutet, dass dieser

Apoptosefaktor auch an der Entstehung der Cisplatinresistenz im UC beteiligt sein konnte.
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Abb. 10: Der antiapoptotische Faktor BCL-XL ist in UCCs fehlreguliert. Untersucht wurde die
Expression des genannten Faktors auf mRNA-Ebene mit Hilfe der qRT-PCR. Gemessen wurden
Triplikate. Der Mittelwert wurde mit der Expression des housekeeping Gens TBP ins Verhiltnis
gesetzt, um die relative Genexpression zu berechnen. Die durchschnittliche Expression des
jeweiligen Faktors in den vier Kontroll-ZL wird durch eine Linie dargestellt. Weiterhin sind die
Standardabweichungen dargestellt. Die Abszisse zeigt die verwendeten ZL eingeteilt in normale ZL,
Tumor-ZL sowie Tumor-ZL mit korrespondierenden Cisplatin resistenten ZL. Auf der Ordinate
befindet sich die relative Genexpression.

Die basale Expression von BCL-XL fillt in den normalen ZL mit einem Wert von etwa 2
vergleichsweise hoch aus. Ahnlich verhielt es sich mit dem proapoptotischen Splice-Produkt
BCL-XS, das in den Kontroll-ZL &@hnlich viel gebildet wurde. Im Vergleich mit den anderen
antiapoptotischen Faktoren fillt die absolute Expression von BCL-XL in UCCs hdher aus,
befindet sich jedoch in relativen Werten unterhalb der in den normalen ZL gemessenen
Referenz. In Bezug auf die LTTs ergibt sich ein heterogenes Bild: Wéhrend die relative
Expression von BCL-XL in J82 LTT und 253J LTT verhédltnisméBig hoch ausfillt und in
etwa auf dem Expressionslevel der Kontrollgruppe liegt, bilden T24 LTT sowie RT112 LTT
deutlich weniger BCL-XL aus.

Ubergreifend betrachtet lisst sich feststellen, dass die Apoptose im UC fehlreguliert ist,
wobei es mitunter zu einer verminderten Expression von proapoptotischen Faktoren kommt
sowie zu einer stirkeren Bildung antiapoptotischer Regulatoren (BCL-2, BIRC3, BIRCYS).
Diese Mechanismen konnten zur Entstehung einer Apoptose- und Therapieresistenz

beitragen.
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4.1.2 Die Abundanz von Apoptosefaktoren kann sich auf mRNA- und Proteinebene
unterscheiden

Die obigen Abbildungen haben gezeigt, dass pro- und antiapoptotische Faktoren im UC auf
mRNA-Ebene fehlreguliert sind. Da solche Verdnderungen erst iiber den Proteinstatus
biologische Auswirkungen zeigen, wurde in einem weiteren Schritt untersucht, ob sich
Ubereinstimmungen oder Unterschiede in der Expression der Apoptosefaktoren auf mRNA-
und Proteinebene zeigen. Um dies festzustellen, wurden der proapoptotische Faktor BID
sowie antiapoptotisches BCL-2 als reprisentativ ausgewdhlt. Die Untersuchungen erfolgten
mittels Western Blot unter Verwendung von sieben UCCs sowie HBLAK als Kontroll-ZL.

Die gewonnenen Ergebnisse sind in Abbildung 11 aufgefiihrt.
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Abb. 11: Nachweis von proapoptotischem BID und antiapoptotischem BCL-2 auf Proteinebene
in verschiedenen UCCs sowie in der Kontroll-ZL. HBLAK. Der Nachweis erfolgte mittels
Western Blot. Als Ladungskontrolle fungierte a-Tubulin (50 Kilodalton (kDa)). Breite und Intensitét
der Banden zeigen das Ausmal} der Proteinabundanz.

Der Vergleich von Abbildung 11 mit den vorangehenden Grafiken zeigt, dass die Abundanz
von BID und BCL-2 auf mRNA- und Proteinebene teilweise dhnlich ausfillt, jedoch auch
Unterschiede offenbar werden. So wird BID in der Kontroll-ZL. HBLAK sowohl auf
Transkriptionsebene als auch auf Proteinniveau geringfiigig gebildet. Im Gros der UCCs fallt
die Expression von BID auf mRNA-Ebene geringer aus als auf der Proteinebene. Alle von
uns untersuchten UCCs wiesen ein stirkeres BID-Proteinniveau auf, als dieses in der
Kontroll-ZL. HBLAK detektierbar war. Dabei handelt es sich um eine bedeutende
Feststellung, denn man hétte mit dem Gegenteil rechnen konnen, schlieBlich zeigen Studien,
dass Krebszellen durch die reduzierte Expression von proapoptotischen Faktoren einen
Wachstumsvorteil haben (Pfeffer & Singh, 2018). An dieser Stelle gilt es jedoch
hervorzuheben, dass in der Kontroll-ZL HBLAK weniger Tubulin detektiert wurde als in
UCCs, was darauf hindeutet, dass im Rahmen der Western Blot-Analysen abweichende

Proteinmengen verwendet wurden, was einen fundierten Vergleich erschwert.
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Wie Abbildung 6 bereits gezeigt hat, exprimieren die Kontroll-ZL auf mRNA-Ebene
weniger BCL-2 als das Gros der UCCs. Diese Beobachtung setzt sich auch auf Proteinebene
fort. Abbildung 11 visualisiert, dass flinf der untersuchten UCCs mehr BCL-2 bilden als
HBLAK. Am stéirksten wird BCL-2 auf Proteinebene in SW-1710 gebildet. Hier stimmen
die qRT-PCR- und Western-Blot-Ergebnisse iiberein. Die qRT-PCR zeigt aber auch, dass
BCL-2 in T24 weniger stark exprimiert wird als in J82, was sich auf Proteinebene umgekehrt

darstellt.

4.1.3 Die Expression von pro- und antiapoptotischen Faktoren korreliert in UCCs
oftmals nicht miteinander

Das Verhédltnis von pro- zu antiapoptotischen Faktoren trdgt maflgeblich zu der
Entscheidung iiber Zelltod oder -iiberleben bei. Die Mitglieder der BCL-2-Familie konnen
durch die Formierung von Heterodimeren in Interaktion treten und sich auf diese Weise

gegenseitig hemmen oder aktivieren (Yin et al., 1994).

Um die Verbindung von pro- und antiapoptotischen Faktoren im UC besser zu verstehen,
wurde der Korrelationskoeffizient (r) zwischen elf pro- und antiapoptotischen Faktoren
ermittelt, deren Expression zuvor auf mRNA-Ebene bestimmt worden war (siche 4.1.1). Die

berechneten Korrelationskoeffizienten werden in Tabelle 40 dargestellt.

Tabelle 40: Tabellarische Zusammenfassung der berechneten Korrelationskoeffizienten (r)
verschiedener Apoptosefaktor-Kombinationen. Die proapoptotischen Faktoren sind griin
hervorgehoben. Zu ihnen zdhlen BAX, BCL-XS, BID, FADD, TRADD und DAXX. Die
antiapoptotischen Faktoren sind rot hervorgehoben. Zu ihnen zéhlen BCL-2, BCL-XL, BIRC3, BIRCS
und MCL-1. Die Daten, die fiir die Bildung der Korrelationskoeffizienten verwendet wurden, wurden
mit Hilfe der qRT-PCR erhoben. r beschreibt die Stirke und Richtung des linearen Zusammenhangs.
Dieser kann negativ (r < 0), positiv (r > 0) oder nicht vorhanden (r = 0) sein. Von einer starken
linearen Korrelation ist die Rede, wenn r > 0,5 oder r < - 0,5 betrdgt. Stark positive oder negative
Zusammenhange werden in der Grafik grau hervorgehoben.

MENcc s 5o [FADD [TRADD [pAxx |BGE2TTIBOEXE [BIRCS [BIRCS ML

BAX 0,51 0,7 0,35 0,32 0,85 -0,03 0,53 0,42 0,16 0,57
BCL-XS 0,23 0,12 0,33 0,32 -0,02 0,59 0,24 0,01 0,4
BID 0,48 0,58 0,72 0 049 -0,09] -0,02 0,71
FADD 0,56 0,51 0 0,39 0,1 0,02 0,51
TRADD 0,28 0,02 0,45 02| -0,16 0,62
DAXX -0,07 0,57 0,36 0,17 0,51
0,05 0,04] -0,02 0

0,1 0,18 0,7

0,02] -0,04

-0,08

Insgesamt wurde r fiir 55 Kombinationen berechnet. Ein positiver linearer Zusammenhang

ist in 16 Féllen nachweisbar, wihrend ein negativer linearer Zusammenhang in keiner der
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untersuchten Apoptosefaktor-Kombinationen auftritt. In der liberwiegenden Anzahl ist

weder ein positiver noch ein negativer linearer Zusammenhang nachweisbar.

Abbildung 12 zeigt beispielhaft sechs ausgewihlte Apoptosefaktor-Kombinationen.
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Abb. 12: Beispielhafte Darstellung ausgewéihlter Apoptosefaktor-Kombinationen. Zu den
Apoptosefaktoren zdhlen proapoptotisches BID, BAX, FADD, BCL-XS, TRADD sowie DAXX. Zu
den antiapoptotischen Faktoren gehoren BCL-XL, MCL-1 sowie BIRCS5. r steht fiir den
Korrelationskoeffizienten. R? ist das Bestimmtheitsmall und Quadrat von r. Die Abszisse und
Ordinate zeigen die Apoptosefaktoren, deren Korrelation untersucht wurde.

Positive lineare Zusammenhédnge bestehen sowohl innerhalb der Gruppe der
proapoptotischen Faktoren als auch unter den antiapoptotischen Faktoren. So zeigt sich ein
stark positiver linearer Zusammenhang zwischen den proapoptotischen Faktoren BAX und

BID (r = 0,7), der im Falle von BAX und DAXX nochmals intensiver ausfillt (r = 0,85).
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Dariiber hinaus besteht ein starker linearer Zusammenhang zwischen den antiapoptotischen
Faktoren BCL-XL und MCL-1 (r = 0,7). Interessanterweise gibt es auch zwischen pro- und
antiapoptotischen Faktoren eine positive lineare Beziehung, was sich am Beispiel von BCL-
XL und BCL-XS (r = 0,56) zeigt. Die vermehrte Expression antiapoptotischer Faktoren fiihrt
also nicht unweigerlich zu einer reduzierten Bildung proapoptotischer Faktoren und
umgekehrt. Es besteht auBerdem die Mdglichkeit, dass kein Zusammenhang zwischen der
Expression von Apoptosefaktoren besteht. Wie aus Abbildung 12 hervorgeht, konnte etwa
fiir BIRCS5 und BAX (r = 0,16) keine klare Korrelation nachgewiesen werden.

4.2 Epigenetische Inhibitoren verindern die Expression von Apoptosefaktoren im UC

4.2.1 Epigenetische Inhibitoren verindern die Expression von pro- und
antiapoptotischen Faktoren auf mRNA-Ebene

Chemotherapeutika spielen in der Behandlung des UC eine zentrale Rolle, wobei ihre
Verwendung mit zahlreichen Nebenwirkungen einhergeht und die Uberlebensrate nur
geringfiigig gesteigert wird. Aus diesen Griinden ist der Bedarf an neuen Therapien fiir das
UC groB3. In der Vergangenheit wurden HDACs als potenzielle Angriffspunkte in der
Behandlung des UC identifiziert. Daher sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit
untersucht werden, auf welche Weise EPlis, die diese HDACs adressieren, im UC wirken

und ob sie einen dhnlichen Effekt aufweisen wie ein siRNA vermittelter HDAC-Knockdown.

Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden die UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3 sowie
die Kontroll-ZL. HBLAK mit den HDACis Romidepsin und Quisinostat sowie mit dem
DNMTi Decitabin und dem BETi PLX51107 behandelt. Dariiber hinaus erfolgte die
Applikation von siRNA, die zu einem Knockdown von HDACI, 2 oder 3 fiihrte. AuBerdem
wurde ein kombinierter Knockdown von HDAC]1 und 2 induziert. Der HDAC-Knockdown
wurde in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe validiert. Mit Hilfe der qRT-PCR wurde im
Anschluss die Expression von elf pro- und antiapoptotischen Faktoren der BCL-2-Familie

und der IAPs bestimmt.

Die relative Expression proapoptotischer Faktoren im Vergleich zur DMSO- oder siRNA-
Kontrolle ist den Abbildungen 13 bis 15 zu entnehmen.
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Abb. 13: Die Behandlung mit EPlis sowie mit siRNA verindert die Expression der
proapoptotischen Faktoren FADD und TRADD in UCCs. Der Mittelwert wurde zunichst mit der
Expression des housekeeping Gens TBP ins Verhiltnis gesetzt, um die relative Genexpression zu
berechnen. Im Anschluss wurde die finale Darstellung in Form eines log2 fold changes mit
Standardabweichungen vorgenommen. Die Datenerhebung erfolgte in Triplikaten normalisiert gegen
eine DMSO- oder siRNA-Kontrolle. Die Abszisse zeigt die betrachtete ZL sowie die verabreichte
Substanz. Die Ordinate stellt die relative Genexpression im Vergleich zur DMSO- oder siRNA-
Kontrolle dar (entspricht einem Wert von 0). Signifikante Unterschiede sind mit * markiert (* =p <
0,05, ** =p <0,01, *** =p < 0,001).

Die EPlIis fithren zu einer zelllinien- und faktorabhéngigen Modifikation der Genexpression
von Apoptosefaktoren. Die Verwendung von Decitabin resultiert in einer konsistenten
Abnahme von FADD und TRADD, wahrend die Wirkung von Romidepsin variabler ausfallt
und in Bezug auf FADD z.B. expressionssteigernd oder -senkend wirkt. Hinsichtlich
TRADD fiihrt Romidepsin ausschlieBlich zu einer Verstarkung der Genexpression, die in der

Kontroll-ZL. HBLAK ausgepragter ist als in den UCCs. Quisinostat sowie der BETi
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PLX51107 weisen eine ebenso heterogene Wirkung auf die Genexpression auf wie
Romidepsin. Wenn man die Resultate eines siRNA vermittelten HDAC-Knockdowns auf die
Expression von FADD und TRADD beleuchtet, wird deutlich, dass der kombinierte
Knockdown von HDACI1 und 2 stirkere Genexpressionsveranderungen induziert als der
alleinige Knockdown von HDAC3. Auch hier liegt abermals eine zelllinienabhéngige
Wirkung vor, wobei der HDAC-Knockdown in der UCC UM-UC-3 iiberwiegend am

potentesten wirkt.

Wenn der Effekt einer epigenetischen Inhibition und die Resultate eines siRNA vermittelten
HDAC-Knockdowns auf die Expression von FADD und TRADD nebeneinander betrachtet
werden, fallt auf, dass letzterer v.a. in Bezug auf FADD die Genexpression stirker
modifiziert als es EPIis vermdgen. Dies ist jedoch nicht immer forderlich, denn teilweise
wird der proapoptotische Faktor FADD infolge einer Behandlung mit siRNA
herunterreguliert, was in Krebszellen zu weniger Apoptose fithren konnte. Hinsichtlich

TRADD sind die Auswirkungen von EPIis und einem HDAC-Knockdown @hnlich.
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Abb. 14: Die Behandlung mit EPlis sowie mit siRNA verindert die Expression der
proapoptotischen Faktoren BID und BAX in UCCs. Der Mittelwert wurde zunichst mit der
Expression des housekeeping Gens TBP ins Verhiltnis gesetzt, um die relative Genexpression zu
berechnen. Im Anschluss wurde die finale Darstellung in Form eines log2 fold changes mit
Standardabweichungen vorgenommen. Die Datenerhebung erfolgte in Triplikaten normalisiert gegen
eine DMSO- oder siRNA-Kontrolle. Die Abszisse zeigt die betrachtete ZL sowie die verabreichte
Substanz. Die Ordinate stellt die relative Genexpression im Vergleich zur DMSO- oder siRNA-
Kontrolle dar (entspricht einem Wert von 0). Signifikante Unterschiede sind mit * markiert (* =p <
0,05, ** =p <0,01, *** =p <0,001).

Im Gegensatz zu FADD und TRADD fiihrt Decitabin in den an der intrinsischen Apoptose
beteiligten Faktoren BID und BAX zu einer signifikanten Steigerung der Genexpression. Dies
deutet darauf hin, dass die Wirkung von Decitabin in Abhidngigkeit von dem betrachteten
Apoptoseweg variiert. Die HDACis Romidepsin und Quisinostat senken die Expression von
BID tiberwiegend, wéahrend die Bildung von BAX gefordert wird. In Bezug auf PLX51107
zeichnet sich erneut ein heterogenes Bild. Wéhrend die Substanz in der Kontroll-ZL HBLAK
die Expression von FADD und TRADD sowie von BID und BAX ausschlieB8lich steigert, ist
das Bild in den Tumor-ZL differenzierter. Im Fall von BID fiihrt der kombinierte Knockdown
von HDACI und 2 zu dhnlich potenten Genexpressionsverdnderungen wie der alleinige
Knockdown von HDAC3, wobei sich die Richtung der Verdnderungen héufig unterscheidet.
BAX betreffend hat der von uns untersuchte HDAC-Knockdown eine verstirkte Expression
des Faktors zur Folge, wobei die Wirkungsintensitéit ungefdhr mit der von Romidepsin und

Quisinostat vergleichbar ist.
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Abb. 15: Die Behandlung mit EPlis sowie mit siRNA verindert die Expression der
proapoptotischen Faktoren DAXX und BCL-XS in UCCs. Der Mittelwert wurde zundchst mit der
Expression des housekeeping Gens TBP ins Verhiltnis gesetzt, um die relative Genexpression zu
berechnen. Im Anschluss wurde die finale Darstellung in Form eines log2 fold changes mit
Standardabweichungen vorgenommen. Die Datenerhebung erfolgte in Triplikaten normalisiert gegen
eine DMSO- oder siRNA-Kontrolle. Die Abszisse zeigt die betrachtete ZL sowie die verabreichte
Substanz. Die Ordinate stellt die relative Genexpression im Vergleich zur DMSO- oder siRNA-
Kontrolle dar (entspricht einem Wert von 0). Signifikante Unterschiede sind mit * markiert (* =p <
0,05, ** =p < 0,01, *** =p <0,001).

Die Wirkung von Decitabin ist in DAXX das erste Mal nicht gleichgerichtet. Wahrend es in
der UCC BFTC905 unter Decitabin-Einfluss zu einer Steigerung der DAXX-Expression
kommt, resultiert selbige Intervention in UM-UC-3 in einer reduzierten Bildung. Dabei sind
die induzierten Expressionsverdnderungen jedoch nicht signifikant. Die HDACIis
Romidepsin und Quisinostat fiihren erneut ein uneinheitliches Expressionsmuster herbei. In
Zusammenschau mit den vorherigen Grafiken scheint es, als ob Romidepsin in der UCC

UM-UC-3 potentere Genexpressionsverdnderungen hervorruft als in VM-CUB-I.
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Quisinostat hingegen scheint stirker in VM-CUB-1 zu wirken. Diese Beobachtung deutet
auf eine zellspezifische Wirkungsweise von HDACis hin. PLX51107 senkt die DAXX-
Expression in allen untersuchten ZL, wihrend die Bildung von BCL-XS nur in UM-UC-3

reduziert wird.

Insgesamt zeigt sich, dass die untersuchten EPIlis zelllinienabhéngige und teils
gegensitzliche Effekte auf die Expression von proapoptotischen Faktoren aufweisen.
Wiéhrend Romidepsin in der Regel (i.d.R.) eine hohere Potenz in UM-UC-3 aufweist, zeigt
Quisinostat einen grofBeren Effekt in VM-CUB-1. PLX51107 hat eine groflere Wirksamkeit
in der Kontroll-ZLL HBLAK im Vergleich zu den UCCs, was auf eine unterschiedliche
Sensitivitit und ein divergierendes Antwortverhalten der ZL hindeutet. Alles in allem l&sst
sich jedoch feststellen, dass EPIis, speziell solche die mit der Histonacetylierung
interferieren, wie HDACis und BETis, die Expression von proapoptitischen Faktoren in den
Tumor-ZL steigern. Der kombinierte Knockdown von HDACT und 2 fiihrt im Vergleich zur
pharmakologischen Inhibition zu stirkeren Expressionsverdnderungen von FADD und
TRADD, jedoch nicht immer in die gewlinschte Richtung. Im Falle von B/D und BAX sind
die Auswirkungen eines HDAC-Knockdowns mit denen von EPIis vergleichbar, was auf

funktionelle Uberschneidungen hindeutet.

Ob sich dhnliche Beobachtungen auch fiir antiapoptotische Faktoren machen lassen, zeigen

die nun folgenden Abbildungen.
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Abb. 16: Die Behandlung mit EPIis sowie mit siRNA verindert die Expression der
antiapoptotischen Faktoren BCL-2 und MCL-1 in UCCs. Der Mittelwert wurde zunédchst mit der
Expression des housekeeping Gens TBP ins Verhiltnis gesetzt, um die relative Genexpression zu
berechnen. Im Anschluss wurde die finale Darstellung in Form eines log2 fold changes mit
Standardabweichungen vorgenommen. Die Datenerhebung erfolgte in Triplikaten normalisiert gegen
eine DMSO- oder siRNA-Kontrolle. Die Abszisse zeigt die betrachtete ZL sowie die verabreichte
Substanz. Die Ordinate stellt die relative Genexpression im Vergleich zur DMSO- oder siRNA-
Kontrolle dar (entspricht einem Wert von 0). Signifikante Unterschiede sind mit * markiert (* =p <
0,05, ** =p <0,01, *** =p <0,001).

Decitabin fiihrt in den verwendeten UCCs zu einer signifikanten oder gar hochsignifikanten
Reduktion der BCL-2-Expression. Der Effekt der HDACis Romidepsin und Quisinostat ist
diverser. Wihrend sich die beiden Substanzen in der Kontroll-ZL HBLAK forderlich auf die
BCL-2-Expression auswirken, présentiert sich in den UCCs ein heterogenes Muster. In UM-
UC-3 resultiert der Einsatz von Romidepsin oder Quisinostat in der verringerten Bildung
von BCL-2. Die Anwendung genannter HDACis in VM-CUB-1 hat das Gegenteil zur Folge.
Die hier detektierbaren Verdnderungen der Genexpression sind teils hochsignifikant und von
biologischer Relevanz. PLX51107 steigert die Bildung von BCL-2 in HBLAK signifikant
und senkt sie in den UCCs in vergleichbarer Signifikanz, wobei das Medikament in VM-
CUB-1 stirkere Genexpressionsverdnderungen hervorruft als in UM-UC-3. Der kombinierte
Knockdown von HDACT und 2 in der UCC UM-UC-3 bewirkt die stirksten Verdanderungen
der BCL-2-Expression unter allen getesteten siRNAs. In der Kontroll-ZL HBLAK sowie in
der UCC UM-UC-3 wirkt der kombinierte Knockdown potenter als der einzelne Knockdown
von HDAC3. Vom AusmaB her verdndert der siRNA-induzierte Knockdown die Expression
von BCL-2 @hnlich stark wie der Einsatz von HDAC:s. Jedoch besteht bzgl. des Knockdowns
der Vorteil, dass dieser nicht in einer vermehrten, sondern in einer geringeren Expression

von BCL-2 mindet.

61



Ergebnisse

Vergleichbar mit BCL-2 reduziert Decitabin auch in Bezug auf MCL-1 die Genexpression.
In BFTC-905 erfolgt dies auf signifikante Art und Weise, in UM-UC-3 in geringerem
AusmaB. Der Einsatz von Romidepsin und Quisinostat fiihrt in den untersuchten UCCs zu
einer Steigerung der MCL-I-Expression, wobei es in der Kontroll-ZL lediglich zu einer
minimalen Expressionssteigerung oder -senkung kommt. PLX51107 steigert sowohl in der
Kontroll-ZL als auch in den UCCs die Bildung von MCL-1. Der kombinierte Knockdown
von HDAC1 und 2 fiihrt zu einer Abnahme der Genexpression von MCL-1 in VM-CUB-1
und zu einer Steigerung des Faktors in  UM-UC-3. Die induzierten
Genexpressionsveranderungen fallen stirker aus als nach einer Behandlung mit HDAC3-
siRNA. In Bezug auf MCL-I ist der gleichzeitige Knockdown von HDACI1 und 2
wahrscheinlich vorteilhafter als der Einsatz von EPIis, da ersterer zu einer stirkeren

Reduktion dieses antiapoptotischen Faktors fiihrt.
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Abb. 17: Die Behandlung mit EPlis sowie mit siRNA verindert die Expression der
antiapoptotischen Faktoren BIRC3 und BIRCS in UCCs. Der Mittelwert wurde zunichst mit der
Expression des housekeeping Gens TBP ins Verhiltnis gesetzt, um die relative Genexpression zu
berechnen. Im Anschluss wurde die finale Darstellung in Form eines log2 fold changes mit
Standardabweichungen vorgenommen. Die Datenerhebung erfolgte in Triplikaten normalisiert gegen
eine DMSO- oder siRNA-Kontrolle. Die Abszisse zeigt die betrachtete ZL sowie die verabreichte
Substanz. Die Ordinate stellt die relative Genexpression im Vergleich zur DMSO- oder siRNA-
Kontrolle dar (entspricht einem Wert von 0). Signifikante Unterschiede sind mit * markiert (* =p <
0,05, ** =p < 0,01, *** =p <0,001).

Decitabin fiihrt in allen untersuchten UCCs zu einer Reduktion der Genexpression von
BIRC3 und BIRCS. Das Ausmal} dieser Reduktion ist fiir beide Apoptosefaktoren dhnlich,
jedoch im Falle der UCC BFTC-905 etwas ausgeprégter als in UM-UC-3. Die Verwendung
von Romidepsin induziert in HBLAK wund v.a. in UM-UC-3 eine starke
Expressionssteigerung von BIRC3. Interessanterweise hat Romidepsin auf BIRCS5 eine
gegenteilige Wirkung. Hier senkt es die Expression von BIRC) stark, v.a. in der Kontroll-
ZL. HBLAK. Quisinostat zeigt in Bezug auf die BIRC3-Expression ein heterogenes
Effektprofil, denn in einigen ZL fiihrt Quisinostat zu einer Steigerung der Genexpression, in
anderen jedoch zu einer Reduktion dieser. Hinsichtlich B/IRCS5 fiihrt Quisinostat zu einer
leichten Expressionssteigerung und zeigt somit eine gegensitzliche Wirkung zu Romidepsin,
wobei die induzierten Expressionsverdnderungen geringer ausgeprigt sind als unter dem
Einfluss von Romidepsin. PLX51107 wirkt in Bezug auf den Faktor BIRC3 sehr heterogen
auf die Genexpression und induziert die stirksten Expressionsverdanderungen in VM-CUB-
1. In BIRCS fithrt PLX51107 ausschlielich zu einer Herabregulation des Apoptosefaktors
und das, in Analogie zu BIRC3, abermals am stirksten in der UCC VM- CUB-1. Anders als
der Einsatz von EPIis fiihrt die Verwendung von HDAC-siRNA in den untersuchten ZL zu
einer Herabregulation von B/IRC3. Am potentesten wirkt dabei der Einsatz von HDAC1- und
2-siRNA in VM-CUB-1. Der Effekt eines HDAC-siRNA vermittelten Knockdowns in Bezug
auf BIRCS ist deutlich marginaler als in BIRC3 und fillt schwécher aus als nach dem Einsatz

von EPlIis.
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Abb. 18: Die Behandlung mit EPIis sowie mit siRNA verindert die Expression des
antiapoptotischen Faktors BCL-XL in UCCs. Der Mittelwert wurde zunéchst mit der Expression
des housekeeping Gens TBP ins Verhiltnis gesetzt, um die relative Genexpression zu berechnen. Im
Anschluss wurde die finale Darstellung in Form eines log2 fold changes mit Standardabweichungen
vorgenommen. Die Datenerhebung erfolgte in Triplikaten normalisiert gegen eine DMSO- oder
siRNA-Kontrolle. Die Abszisse zeigt die betrachtete ZL sowie die verabreichte Substanz. Die
Ordinate stellt die relative Genexpression im Vergleich zur DMSO- oder siRNA-Kontrolle dar
(entspricht einem Wert von 0). Signifikante Unterschiede sind mit * markiert (* =p < 0,05, ** =p <
0,01, *¥** =p <0,001).

Analog zu den Effekten in BCL-2 und MCL-1 fiihrt Decitabin auch zu einer Reduktion der
BCL-XL-Expression, die hochsignifikant ausfallt. Die Applikation der HDACis Romidepsin
und Quisinostat resultiert ausschlielich in der gesteigerten Bildung von BCL-XL, wobei
Romidepsin erneut stirkere Expressionsverdnderungen hervorruft als Quisinostat.
PLX51107 zeigt erneut ein heterogenes Wirkungsmuster und senkt die BCL-XL-Expression
am potentesten in UM-UC-3 sowie in HBLAK. Hinsichtlich eines siRNA-induzierten
Knockdowns zeichnet sich abermals ein uneinheitliches Muster ab: In einigen Féllen wird

die BCL-XL-Expression verringert, in anderen gesteigert.

Alles in allem fiihrt Decitabin zu einer effektiven Senkung antiapoptotischer Faktoren der
BCL-2-Familie, jedoch nicht der IAPs, deren Expression es steigert. Die HDACis
Romidepsin und Quisinostat fithren zu teils gegensédtzlichen Effekten, wobei Romidepsin

i.d.R. stirkere Genexpressionsverdnderungen hervorruft als Quisinostat. PLX51107 fiihrt
heterogene Expressionsverdnderungen herbei. Im Bereich der HDAC-siRNA fiihrt der
kombinierte Knockdown von HDACT1 und 2 zu stirkeren Genexpressionsverdnderungen als

der einzelne Knockdown von HDAC3.
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4.2.2 Epigenetische Inhibitoren verindern die Abundanz verschiedener
Apoptosefaktoren auf Proteinebene nur marginal

Weiterer Untersuchungsgegenstand ist, ob die in den Abbildungen 16 und 18 aufgefiihrten
Ergebnisse auch auf die Proteinebene iibertragbar sind. Anhand der nachfolgenden Grafik

lasst sich Klarheit in Bezug auf die Fragestellung gewinnen.
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Abb. 19: Nachweis von antiapoptotischem BCL-2 und BCL-XL sowie von cleaved PARP auf
Proteinebene in verschiedenen UCCs sowie in der Kontroll-ZL. HBLAK nach Behandlung mit
den HDACis Romidepsin und Quisinostat. Der Nachweis erfolgte mittels Western Blot. Als
Ladungskontrollen fungierten a-Tubulin (50 kDa) und fotal PARP (116 kDa).

Abbildung 19 zeigt die Abundanz von antiapoptotischem BCL-2 und BCL-XL auf
Proteinebene nach einer Behandlung mit Romidepsin und Quisinostat. Dariiber hinaus wird
die Abundanz von cleaved PARP veranschaulicht, bei dem es sich um einen
Apoptoseindikator handelt (Kaufmann et al., 1993). Die Untersuchungen erfolgten mittels
Western Blot unter der Verwendung der UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3 sowie der
Kontroll-ZL HBLAK als Zellmodelle. In Analogie zu 4.2.1 wurde die Effizienz des HDAC-

Knockdown anhand von Vorarbeiten der Arbeitsgruppe validiert.

Die Abbildung zeigt, dass es zu keiner deutlichen Verdnderung der Signalintensitidt von
BCL-2 und BCL-XL in den UCCs kommt, nachdem diese mit Romidepsin und Quisinostat
behandelt wurden. Alleinig hinsichtlich des Zelltodmakers cleaved PARP treten
Unterschiede auf. Dieser wird besonders stark in UM-UC-3 nach der Behandlung mit
HDAC:s exprimiert. Insgesamt fillt auf, dass die Bandenintensitét von cleaved PARP in den
drei betrachteten ZL nach Verwendung von Romidepsin eine stirkere Auspragung zeigt als
nach dem Gebrauch von Quisinostat. Dies deutet darauf hin, dass Romidepsin mehr

Apoptose induziert als Quisinostat.
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Um die Effekte einer HDAC-Inhibition mit denen eines Knockdowns auf Proteinebene
vergleichen zu konnen, wurde das oben dargestellte Untersuchungsverfahren nochmals unter

Verwendung von HDAC-siRNA durchgefiihrt.
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Abb. 20: Nachweis von antiapoptotischem BCL-2 und BCL-XL sowie von cleaved PARP auf
Proteinebene in verschiedenen UCCs sowie in der Kontroll-ZL. HBLAK nach Behandlung mit
HDAC-siRNA. Der Nachweis erfolgte mittels Western Blot. Als Ladungskontrollen fungierten a-
Tubulin (50 kDa) und total PARP (116 kDa).

Die Abbildung verdeutlicht, dass der antiapoptotische Faktor BCL-2 sowohl in der siRNA-
Kontrolle als auch nach einer Behandlung mit HDAC-siRNA gebildet wird. Die Abundanz
von BCL-XL hingegen wird durch einen siRNA induzierten HDAC-Knockdown kaum
verandert. In der UCC UM-UC-3 sowie in der Kontroll-ZL. HBLAK resultiert eine
Behandlung mit siRNA, die gegen HDACI1 und 2 gerichtet ist, in einer leichten Reduktion
des BCL-XL-Proteinniveaus. Cleaved PARP ist in der siRNA-Kontrolle nur geringfiigig
nachweisbar. Dies deutet darauf hin, dass in unbehandelten Zellen nur wenig Apoptose
stattfindet. In VM-CUB-1 und HBLAK hat der kombinierte Knockdown von HDAC1 und 2
einen Anstieg von cleaved PARP und damit eine verstarkte Apoptose zur Folge. In UM-UC-
3 fiihrt der Knockdown von HDAC3 zu der hochsten cleaved PARP-Abundanz.

Alles in allem zeigt sich, dass Romidepsin und Quisinostat die Bildung von BCL-2 und BCL-
XL in UCCs auf Proteinebene nur wenig regulieren. Der HDAC-Knockdown 1ibt ebenfalls
nur marginale Effekte aus, wobei diese dennoch stirker ausfallen als nach der Behandlung
mit HDACis. Romidepsin scheint die Apoptose stirker zu induzieren als Quisinostat, was

sich anhand des vermehrten Nachweises von cleaved PARP visualisieren l4sst.
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4.2.3 HDACis verindern die Bildung verschiedenster pro- und antiapoptotisch
wirkender Faktoren auf Proteinebene

HDAUC:s sind dafiir bekannt, im UC nicht nur die Expression von Apoptosefaktoren der
BCL-2-Familie oder der IAPs zu modifizieren, sondern auch verschiedene weitere Prozesse
zu beeinflussen, zu denen der Zellzyklus oder die Zellteilung gehoren (Kaletsch et al., 2018).
Zur detaillierten Erfassung der Verdnderungen, die aus einer Behandlung mit Klasse I
HDACis resultieren, wurde die UCC UM-UC-3 repriasentativ. mit Romidepsin und
Quisinostat behandelt und im Anschluss ein Apoptose Array durchgefiihrt. Als
Positivkontrolle wurde das Zytostatikum Etoposid verwendet, als Ldsungskontrolle
fungierte DMSO. Gemessen wurde die Abundanz von 14 primir proapoptotisch wirkenden
Faktoren sowie die von 17 vorrangig antiapoptotischen Mediatoren auf Proteinebene. Die

Ergebnisse sind in den Abbildungen 21 und 22 dargestellt.
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Abb. 21: Nachweis verschiedener proapoptotisch wirkender Faktoren auf Proteinebene in UM-
UC-3 nach Behandlung mit den HDACis Romidepsin und Quisinostat sowie mit dem
Zytostatikum Etoposid. Der Nachweis erfolgte durch einen Apoptose Array. Als Losungskontrolle
fungierte DMSO. Die Abszisse zeigt die proapoptotisch wirksamen Faktoren, die Ordinate den
Mittelwert/Referenz.

Abbildung 21 zeigt, dass die analysierten proapoptotischen Faktoren in der Losungskontrolle
unterschiedliche Proteinlevel aufweisen. Wiahrend manche Faktoren, wie

z.B. p27, TNF-Rezeptor 1 oder BAD nur schwach detektierbar sind, werden andere, darunter
Procaspase-3, vermehrt gebildet. Auffallend ist, dass auch Etoposid, das als Positivkontrolle
dient, zu keinem nennenswerten Zuwachs der Menge proapoptotischer Faktoren auf

Proteinebene fiihrt. Eine Ausnahme stellt lediglich Procaspase-3 dar.

67



Ergebnisse

Eine Behandlung mit Romidespin fiihrt in UM-UC-3 zu einer geringeren Abundanz der
meisten proapoptotischen Faktoren. Alleinig die Proteinlevel von TNF-Related Apoptosis-
Inducing Ligand Receptor 2 (TRAIL-R2) und BAX werden nach der Intervention mit
Romidepsin gesteigert. Anhand von Abbildung 21 wird deutlich, dass Romidepsin nicht nur
die Abundanz von proapoptotischen Faktoren aus der BCL-2-Familie modifiziert, sondern
auch die weiterer krebsunterdriickender Faktoren, die z.B. am Zellyzklus beteiligt sind oder

der Gruppe der Caspasen bzw. den Apoptoserezeptoren zuzuordnen sind.

Analog zu Romidepsin fiihrt auch Quisinostat in UM-UC-3 zu einer geringeren Abundanz
der meisten proapoptotisch wirkenden Faktoren. Ausnahmen stellen FADD, Cytochrom c,
Pro-Caspase 3 und cleaved Caspase 3 dar. Die Mengenunterschiede, die aus einer
Behandlung mit Quisinostat resultieren, fallen jedoch insgesamt eher gering aus, abgesehen

von den Proteinleveln von Pro-Caspase 3 sowie cleaved Caspase 3.

Wie oben dargelegt, resultiert die Verwendung von Etoposid ebenfalls in einer geringeren
Abundanz zahlreicher proapoptotischer Faktoren. Vergleicht man die Wirkung von HDACis
mit der von Etoposid, so fillt auf, dass letztere Substanz eine ausgeprégtere Reduktion der
Proteinlevel bewirkt, obwohl es sich bei Etoposid um die Positivkontrolle handelt und
dementsprechend mit einem gegenteiligen Effekt zu rechnen gewesen wire. Mdgliche
Griinde fiir die liberraschende Beobachtung konnten z.B. in der Aktivierung von DNA-
Reparaturprozessen infolge der Topoisomerase-II-Hemmung oder in der Autoregulation der
Tumorzellen mit Reduktion der Abundanz proapoptotischer Faktoren zu finden sein. Da
jedoch nahezu alle proapoptotischen Proteine gegeniiber der DMSO-Kontrolle vermindert

detektierbar sind, ist ein Auswertungs-Artefakt nicht vollkommen auszuschlie3en.

Abbildung 22 zeigt die Proteinlevel diverser vorrangig antiapoptotisch wirkender Faktoren

nach einer Behandlung mit HDACis und Etoposid.
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Abb. 22: Nachweis verschiedener antiapoptotisch wirkender Faktoren auf Proteinebene in
UM-UC-3 nach Behandlung mit den HDACis Romidepsin und Quisinostat sowie mit dem
Zytostatikum Etoposid. Der Nachweis erfolgte durch einen Apoptose Array. Als Losungskontrolle
fungierte DMSO. Die Abszisse zeigt die untersuchten antiapoptotisch wirkenden Faktoren. Die
Ordinate zeigt den Mittelwert/Referenz.

In Ubereinstimmung mit den proapoptotischen Faktoren variiert auch die Abundanz der
mehrheitlich antiapoptotisch wirkenden Modulatoren in der Losungskontrolle. Das Wort
,mehrheitlich® gilt es an dieser Stelle zu betonen, denn unter den antiapoptotischen Faktoren
finden sich auch solche, die proapoptotische Aspekte aufweisen, wie z.B. die Catalase
(Glorieux & Calderon, 2024) oder Clusterin (Cunin et al., 2016; Zhang et al., 2005). Aus

didaktischen Griinden wurden sie jedoch den antiapoptotischen Faktoren zugeordnet.

Die Versorgung mit Romidepsin fiihrt in UM-UC-3 zu einer reduzierten Abundanz aller
untersuchten antiapoptotischen Faktoren mit Ausnahme von BCL-2 und p21, deren

Proteinlevel jedoch nur geringfiigig gesteigert werden.

Quisinostat zeigt dhnliche Effekte wie Romidepsin, jedoch mit einigen Unterschieden in der
Abundanz bestimmter Faktoren. So werden Catalase, Himoxygenase (HO) 1 und 2 sowie
phosphoryliertes Rad 17 vermehrt gebildet. Wihrend Quisinostat das Proteinlevel der
Catalase um das 10-fache steigert, wird die Bildung der anderen Faktoren nur marginal
erhoht. Im direkten Vergleich von Romidepsin und Quisinostat féllt auf, dass Quisinostat
die Abundanz antiapoptotischer Faktoren auf Proteinebene liberwiegend stérker reduziert als

Romidepsin.
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Die Behandlung von UM-UC-3 mit Etoposid fiihrt zu einer allgemeinen Abnahme der
Abundanz aller betrachteten Faktoren, mit Ausnahme der Catalase. Dabei steigert Etoposid
die Abundanz der Catalase jedoch weniger stark als Quisinostat. Wie schon bei den
proapoptotischen Faktoren beobachtet, fiihrt Etoposid stirkere Unterschiede der
Proteinniveaus herbei als die HDACis. Eine Rangfolge der Substanzen hinsichtlich ihrer
Potenz in Bezug auf die Verdnderung der Abundanzen wiirde dementsprechend wie folgt

aussehen: Etoposid > Romidepsin > Quisinostat.

4.2.4 Die Kombinationsbehandlung mit einem PARPi und einem BETi veriindert die
Genexpression in UCCs und LTTs stirker als eine Einzelbehandlung

PARPis sind Substanzen, die die Reparatur von DNA-Schidden verhindern und im UC in
Kombination mit EPIis eine synergistische Wirkung entfalten (Thy et al., 2021; Criscuolo et
al., 2019). Diese ist moglicherweise darauf zurlickzufiihren, dass die
Kombinationsbehandlung die Expression von Apoptosefaktoren stirker verdndert als die

Einzeltherapie.

Um diese Hypothese genauer zu untersuchen, wurden verschiedene UCCs und ihre
korrespondierenden LTTs mit dem PARP1 Olaparib sowie dem BETi PLX51107 behandelt.
Die Behandlung wurde sowohl einzeln als auch in Kombination durchgefiihrt. AnschlieBend
wurde mit Hilfe der gRT-PCR die Expression von sechs pro- und antiapoptotischen Faktoren

gemessen.

Abbildung 23 stellt die relative Expression der proapoptotischen Faktoren dar.
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Abb. 23: Die Behandlung mit Olaparib und PLXS51107 verindert die Expression von
proapoptotischen Faktoren in UCCs und korrespondierenden LTTs. Dargestellt sind die
Faktoren BID und BCL-XS. Der Mittelwert wurde zundchst mit der Expression des housekeeping
Gens TBP ins Verhiltnis gesetzt, um die relative Genexpression zu berechnen. Im Anschluss wurde
die finale Darstellung in Form eines log2 fold changes mit Standardabweichungen vorgenommen.
Die Datenerhebung erfolgte in Triplikaten normalisiert gegen eine DMSO-Kontrolle. Die Abszisse
zeigt die betrachtete ZL sowie die verabreichte Substanz. Die Ordinate stellt die relative
Genexpression im Vergleich zur DMSO-Kontrolle dar (entspricht einem Wert von 0). Signifikante
Unterschiede sind mit * markiert (* =p < 0,05, ** =p < 0,01, *** =p <0,001).

Wie aus Abbildung 23 hervorgeht, fiihrt sowohl die Monotherapie mit Olaparib oder
PLX51107 als auch die kombinierte Behandlung mit beiden Substanzen zu
Genexpressionsverdnderungen von proapoptotischen Faktoren in UCCs und LTTs. Die
induzierten Verdanderungen sind zelllinien- und faktorabhéngig und fiihren nicht nur zu einer
stirkeren Bildung proapoptotischer Faktoren, sondern auch zu einer geringeren Produktion

dieser.

Die Medikation mit Olaparib resultiert in einer verstdrkten, aber auch reduzierten Expression
von BID und BCL-XS, wobei die herbeigefiihrten Expressionsverdnderungen mehrheitlich
gering ausfallen. Interessanterweise scheinen die in der Arbeit untersuchten LTTs
unempfindlicher gegeniiber Olaparib zu sein als ihre korrespondierenden UCCs, was sich in

geringer ausgeprigten Expressionsverdnderungen proapoptotischer Faktoren zeigt.

Anders als Olaparib fiihrt PLX51107 in den meisten UCCs und LTTs eine geringere BID-
Expression herbei, wihrend der Effekt auf die Expression von BCL-XS uneinheitlicher ist.
Im Vergleich zu Olaparib induziert PLX51107 stirkere Genexpressionsveranderungen von
proapoptotischen Faktoren. Des Weiteren reagieren LTTs sensibler auf PLX51107 als auf
den PARPi.
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Die kombinierte Behandlung mit Olaparib und PLX51107 kann dazu fiihren, dass die
Expression proapoptotischer Faktoren weniger stark gedrosselt wird als infolge einer
Monotherapie. Dies wiirde dazu fithren, dass UCCs und LTTs stirker zur Apoptose neigen.
Gleichzeitig kann eine Kombinationsbehandlung aber auch zu einer stirkeren Induktion
proapoptotischer Faktor fiihren als die Einzelintervention, was antiapoptotische Tendenzen

zur Folge hitte.

Ob sich in Bezug auf die antiapoptotischen Faktoren ein dhnliches Bild zeichnen lésst, geben
die Abbildung 24 und 25 preis. Aus didaktischen Griinden erfolgt die Visualisierung der
Ergebnisse in zwei getrennten Abbildungen, die schriftliche Erlauterung jedoch

iiberwiegend in einem zusammengehorenden Text.
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Abb. 24: Die Behandlung mit Olaparib und PLXS51107 verindert die Expression von
antiapoptotischem BCL-2 und BCL-XL in UCCs und korrespondierenden LTTs. Der Mittelwert
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wurde zundchst mit der Expression des housekeeping Gens TBP ins Verhiltnis gesetzt, um die
relative Genexpression zu berechnen. Im Anschluss wurde die finale Darstellung in Form eines log2
fold changes mit Standardabweichungen vorgenommen. Die Datenerhebung erfolgte in Triplikaten
normalisiert gegen eine DMSO-Kontrolle. Die Abszisse zeigt die betrachtete ZL sowie die
verabreichte Substanz. Die Ordinate stellt die relative Genexpression im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle dar (entspricht einem Wert von 0). Signifikante Unterschiede sind mit * markiert (* = p <
0,05, ** =p <0,01, *** =p <0,001).
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Abb. 25: Die Behandlung mit Olaparib und PLX51107 verindert die Expression von
antiapoptotischem BIRC3 und BIRC5 in UCCs und korrespondierenden LTTs. Der Mittelwert
wurde zundchst mit der Expression des housekeeping Gens TBP ins Verhiltnis gesetzt, um die
relative Genexpression zu berechnen. Im Anschluss wurde die finale Darstellung in Form eines log2
fold changes mit Standardabweichungen vorgenommen. Die Datenerhebung erfolgte in Triplikaten
normalisiert gegen eine DMSO-Kontrolle. Die Abszisse zeigt die betrachtete ZL sowie die
verabreichte Substanz. Die Ordinate stellt die relative Genexpression im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle dar (entspricht einem Wert von 0). Signifikante Unterschiede sind mit * markiert (* =p <
0,05, ** =p < 0,01, *** =p <0,001).
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Vergleichbar mit den Kernaussagen aus Abbildung 23 verdeutlichen auch die Darstellungen
24 und 25, dass Expressionsunterschiede antiapoptotischer Faktoren sowohl durch eine
Einzelbehandlung mit Olaparib oder PLX51107 sowie durch eine Kombinationstherapie
induziert werden konnen. Ein weiteres Mal sind die hervorgerufenen Veridnderungen

zelllinien- und faktorabhingig.

Der PARPi Olaparib fiihrt sowohl zu einer starkeren als auch zu einer reduzierten Expression
von antiapoptotischen Faktoren. Im Gros der untersuchten UCCs werden BCL-2 und BIRCS
nach einer Behandlung mit Olaparib vermindert exprimiert. Im Falle von B/RC3 und BCL-
XL ist die Reaktion der ZL ausgewogener. Auffilligerweise sprechen die verschiedenen ZL
unterschiedlich stark auf Olaparib an. RT112 LTT beispielsweise reagiert auf eine

Behandlung mit dieser Substanz mit einer deutlichen Reduktion der BIRC5-Expression.

Im Vergleich zu Olaparib fiihrt PLX51107 stirkere Expressionsverinderungen von
antiapoptotischen Faktoren herbei. Dabei handelt es sich um eine Beobachtung, die bereits
im Zusammenhang mit den proapoptotischen Faktoren gemacht wurde. Wenn Olaparib die
Expression eines bestimmten antiapoptotischen Faktors erhoht, geschieht dies in der Regel
auch durch PLX51107, jedoch in einem stirkeren Ausmaf. Ein dhnliches Muster zeigt sich

bei der reduzierten Expression antiapoptotischer Faktoren.

Die kombinierte Behandlung mit Olaparib und PLX51107 kann dazu fiihren, dass die
Expression antiapoptotischer Faktoren stirker gemildert wird als nach einer
Einzelbehandlung. Gleichzeitig kann es aber auch dazu kommen, dass eine
Kombinationsbehandlung die Expression antiapoptotischer Faktoren nicht verdndert oder

sogar stirker senkt, als es die Einzelbehandlung tut.

Alles in allem fiihrt eine Kombinationsbehandlung von Olaparib mit PLX51107 zu einer
verringerten Expression von antiapoptotischen Faktoren und einer gesteigerten Expression
von proapoptotischen Faktoren. Eine Kombinationsbehandlung wirkt iiberwiegend potenter

als eine Einzelbehandlung.

4.3 Die Hemmung und der Knockdown von HDAC:s fithren zu Zelltod in Form einer
Mischung aus Apoptose und Nekrose

4.3.1 HDAC:s fiihren im UC zu Zelltod in Form von Apoptose und Nekrose
Die vorab prisentierten Abbildungen haben gezeigt, dass HDACis die Expression
verschiedenster pro- und antiapoptotischer Faktoren verdndern. Im Weiteren sollte

untersucht werden, in welcher Zelltodform diese Verdnderungen miinden.
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Dazu wurden die UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3 sowie die Kontroll-ZL HBLAK mit
Romidepsin und Quisinostat behandelt. Im Anschluss wurden durchflusszytometrische

Messungen durchgefiihrt und so die Zelltodform beurteilt.

Die Ergebnisse sind den Abbildungen 26 bis 28 zu entnehmen.

DMSO Romi Quisi

e B . s N

DMSO:
HBLAK Vital: 95.66 %

100% Friihapoptose: 0.03 %
Spatapoptose: 0.18 %
0% Nekrose: 0.18 %
Romi:
s Quisi Friihapoptose: 0.31 %

Spatapoptose: 0.36 %
Nekrose: 3.36 %

Zellen

mlebend frihe Apoptose spate Apoptose s Nekrose

Abb. 26: Durchflusszytometrische Zelltodanalyse der Kontroll-ZL. HBLAK nach Behandlung
mit den HDACis Romidepsin und Quisinostat. Die Losungskontrolle ist DMSO. In der oberen
Reihe werden jeweils die Rohdaten dargestellt. Im Uhrzeigersinn ausgehend von links oben finden
sich: Nekrose, Spétapoptose, Frithapoptose, vitale Zellen. Nach dem Gating wurde ein
Balkendiagramm angefertigt. Die Abszisse zeigt das Medikament, mit dem die Zellen behandelt
wurden. Die Ordinate zeigt den Anteil der Zellen in Prozent in Abhéngigkeit von der Zelltodform.
Es handelt sich um eine reprasentative Darstellung von insgesamt drei unabhéngig durchgefiihrten
Versuchen. Die genauen Prozentangaben sind neben dem Balkendiagramm zu finden.

Abbildung 26 zeigt, dass die HDACis Romidepsin und Quisinostat in der Kontroll-ZL
HBLAK wenig Zelltod induzieren. Nach einer Behandlung mit Romidepsin ist der Grofteil
der Zellen (93,59 %) lebendig. Nur ein kleiner Anteil geht durch Nekrose (6 %) oder
Apoptose (0,5 %) zugrunde. Quisinostat wirkt im Vergleich zu Romidepsin weniger potent.
So bleiben nach einer Behandlung rund 96 % der behandelten Zellen vital, was mit dem Wert

in der DMSO-Kontrolle vergleichbar ist.
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Abb. 27: Durchflusszytometrische Zelltodanalyse der UCC VM-CUB-1 nach Behandlung mit
den HDACis Romidepsin und Quisinostat. Die Losungskontrolle ist DMSO. In der oberen Reihe
werden jeweils die Rohdaten dargestellt. Im Uhrzeigersinn ausgehend von links oben finden sich:
Nekrose, Spatapoptose, Frithapoptose, vitale Zellen. Nach dem Gating wurde ein Balkendiagramm
angefertigt. Die Abszisse zeigt das Medikament, mit dem die Zellen behandelt wurden. Die Ordinate
zeigt den Anteil der Zellen in Prozent in Abhéngigkeit von der Zelltodform. Es handelt sich um eine
reprasentative Darstellung von insgesamt drei unabhédngig durchgefiihrten Versuchen. Die genauen
Prozentangaben sind neben dem Balkendiagramm zu finden.

Romidepsin wirkt in der UCC VM-CUB-1 etwas potenter als in HBLAK. Der GroBteil der
Zellen bleibt aber auch hier lebendig. Eine Behandlung mit Romidepsin fiihrt in VM-CUB-
1 zu Zelltod in Form einer Mischung aus Apoptose und Nekrose. Dabei iiberwiegt der
nekrotische Anteil (6,5 %) die apoptotische Beteiligung (3,4 %). Die meisten apoptotischen
Zellen befinden sich in der Spatapoptose (2,7 %). Analog zu den Beobachtungen in HBLAK,
16st Quisinostat auch in VM-CUB-1 kaum Zelltod aus. Die Wirkung von Quisinostat ist
erneut mit dem Effekt der DMSO-Kontrolle vergleichbar.
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Abb. 28: Durchflusszytometrische Zelltodanalyse der UCC UM-UC-3 nach Behandlung mit
den HDACis Romidepsin und Quisinostat. Die Losungskontrolle ist DMSO. In der oberen Reihe
werden jeweils die Rohdaten dargestellt. Im Uhrzeigersinn ausgehend von links oben finden sich:
Nekrose, Spatapoptose, Frithapoptose, vitale Zellen. Nach dem Gating wurde ein Balkendiagramm
angefertigt. Die Abszisse zeigt das Medikament, mit dem die Zellen behandelt wurden. Die Ordinate
zeigt den Anteil der Zellen in Prozent in Abhingigkeit von der Zelltodform. Es handelt sich um eine
reprasentative Darstellung von insgesamt drei unabhéingig durchgefiihrten Versuchen. Die genauen
Prozentangaben sind neben dem Balkendiagramm zu finden.

Romidepsin wirkt in UM-UC-3 potenter Zelltod induzierend als in der UCC VM-CUB-1
oder der Kontroll-ZL HBLAK. Nach einer Behandlung mit Romidepsin sind rund 18 % der
Zellen durch Nekrose zugrunde gegangen, lediglich 3 % durch apoptotische Prozesse. Die
Wirkung von Quisinostat ist zum wiederholten Mal gering. Quisinostat fiihrt in UM-UC-3
zu einer Mischung aus nekrotischem (4,6 %) und apoptotischem (1,6 %) Zelltod.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass Romidepsin in den untersuchten UCCs und in
HBLAK potenter wirkt als Quisinostat. Nach einer Behandlung mit Romidepsin sterben die
Zellen durch eine Mischung aus Apoptose und Nekrose. Romidepsin weist in der Kontroll-
ZL HBLAK nur geringe Effekte auf, wéihrend es in der UCC UM-UC-3 am potentesten den
Zelltod induziert. Die zytotoxische Wirkung von Quisinostat ist {iberwiegend mit der der

DMSO-Kontrolle vergleichbar.
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4.3.2 Der kombinierte Knockdown von HDAC1 und 2 induziert potenter den Zelltod
als ein alleiniger Knockdown

Nachdem eine eingehende Exploration der durch HDACis induzierten Zelltodformen
stattgefunden hat, bestand im Weiteren die Frage, ob ein siRNA vermittelter HDAC-
Knockdown zu dhnlichen Resultaten fiihren wiirde. Um dies zu priifen, wurden die UCCs
VM-CUB-1 und UM-UC-3 sowie die Kontroll-ZL HBLAK mit HDAC-siRNA behandelt,
was in dem Knockdown von HDACI, 2 oder 3 resultierte. Zusétzlich erfolgte der
kombinierte Knockdown von HDAC 1 und 2. Im Anschluss an die Behandlung wurden
durchflusszytometrische Messungen durchgefiihrt, deren Ergebnisse sich in den

Abbildungen 29 bis 31 wiederfinden.
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Abb. 29: Durchflusszytometrische Zelltodanalyse der Kontroll-ZL. HBLAK nach Behandlung
mit den HDAC-siRNA. Die Behandlung fiihrte zu einem Knockdown von HDAC 1, 2 oder 3 sowie
zu einem kombinierten Knockdown von HDACI und 2. Als Kontrolle diente siRNA ctrl. Die obere
Reihe zeigt jeweils die Rohdaten. Im Uhrzeigersinn ausgehend von links oben finden sich: Nekrose,
Spétapoptose, Frithapoptose, vitale Zellen. Nach dem Gating wurde ein Balkendiagramm angefertigt.
Die Abszisse zeigt das Medikament, mit dem die Zellen behandelt wurden. Die Ordinate zeigt den
Anteil der Zellen in Prozent in Abhidngigkeit von der Zelltodform. Es handelt sich um eine
reprasentative Darstellung von insgesamt drei unabhéngig durchgefiihrten Versuchen. Die genauen
Prozentangaben sind neben dem Balkendiagramm zu finden.

Abbildung 29 zeigt, dass ein HDAC-Knockdown in der Kontroll-ZL HBLAK zum Zelltod
filhrt. In Abhéngigkeit von der HDAC, die von dem Knockdown betroffen ist, wird
unterschiedlich haufig der Zelltod ausgelost. So fithren der Knockdown von HDAC2 sowie
der kombinierte Knockdown von HDACI und 2 am stirksten den Zelltod herbei. Dabei
gehen die Zellen vorrangig durch Nekrose und zu einem geringen Anteil auch apoptotisch
zugrunde. Wie aus Abbildung 29 hervorgeht, fiihrt ein HDAC-Knockdown in der Kontroll-
ZL HBLAK zu keiner wesentlich hoheren Zelltodrate als in der unbehandelten Kontrolle.

79



Ergebnisse
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Abb. 30: Durchflusszytometrische Zelltodanalyse der UCC VM-CUB-1 nach Behandlung mit
den HDAC-siRNA. Die Behandlung fiihrte zu einem Knockdown von HDAC 1, 2 oder 3 sowie zu
einem kombinierten Knockdown von HDACI1 und 2. Als Kontrolle diente siRNA ctrl. Die obere
Reihe zeigt jeweils die Rohdaten. Im Uhrzeigersinn ausgehend von links oben finden sich: Nekrose,
Spétapoptose, Frithapoptose, vitale Zellen. Nach dem Gating wurde ein Balkendiagramm angefertigt.
Die Abszisse zeigt das Medikament, mit dem die Zellen behandelt wurden. Die Ordinate zeigt den
Anteil der Zellen in Prozent in Abhidngigkeit von der Zelltodform. Es handelt sich um eine
reprasentative Darstellung von insgesamt drei unabhingig durchgefiihrten Versuchen. Die genauen
Prozentangaben sind neben dem Balkendiagramm zu finden.

Ein HDAC-Knockdown fiihrt auch in der UCC VM-CUB-1 zu Zelltod. Hier wirken der
Knockdown von HDACI und der kombinierte Knockdown von HDACT und 2 am stérksten.
Die geringste Zelltod-induzierende Wirkung hat der Knockdown von HDAC3. Der
gleichzeitige Knockdown von HDAC1 und HDAC?2 fiihrt vorrangig zur Nekrose, ein Teil
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der Zellen stirbt jedoch auch durch Apoptose. Dabei befindet sich eine vergleichbare Anzahl

an Zellen in der Friih- und Spétapoptose.

siRNA ctrl. siRNA HDAC1 siRNA HDAC2

siRNA HDAC3

Kontrolle:

Vital: 92.19 %
Friihapoptose: 0.70 %
Spatapoptose: 0.93 %
Nekrose: 6.18 %

HDAC1:

Vital: 80.34 %
Friihapoptose: 0.93 %
Spatapoptose: 1.43 %
Nekrose: 17.30 %

HDAC2:

Vital: 89.76 %

Frihapoptose: 0.43 %
UM-UC-3 Spétapoptose: 0.77 %

Nekrose: 6.92 %

100%

= . ||
80% HDAC3:
g Vital: 81.31 %
- Frihapoptose: 0.38 %
0]
‘N‘ 60% Spatapoptose: 1.19 %
5 Nekrose: 17.13 %
N 40%
o
a HDAC1/2:
20% Vital: 76.33 %
Friihapoptose: 1.23 %
0% Spatapoptose: 1.59 %

siRNA ctrl.  siRNA siRNA siRNA  siRNA Nekrose: 20.85 %
HDAC1 HDAC2 HDAC3 HDAC1/2

ulebend frihe Apoptose spate Apoptose  mNekrose

Abb. 31: Durchflusszytometrische Zelltodanalyse der UCC UM-UC-3 nach Behandlung mit
den HDAC-siRNA. Die Behandlung fiihrte zu einem Knockdown von HDAC 1, 2 oder 3 sowie zu
einem kombinierten Knockdown von HDACI1 und 2. Als Kontrolle diente siRNA ctrl. Die obere
Reihe zeigt jeweils die Rohdaten. Im Uhrzeigersinn ausgehend von links oben finden sich: Nekrose,
Spétapoptose, Frithapoptose, vitale Zellen. Nach dem Gating wurde ein Balkendiagramm angefertigt.
Die Abszisse zeigt das Medikament, mit dem die Zellen behandelt wurden. Die Ordinate zeigt den
Anteil der Zellen in Prozent in Abhéngigkeit von der Zelltodform. Es handelt sich um eine
reprasentative Darstellung von insgesamt drei unabhéingig durchgefiihrten Versuchen. Die genauen
Prozentangaben sind neben dem Balkendiagramm zu finden.

Analog zu HBLAK und VM-CUB-1, wirkt der kombinierte Knockdown von HDAC1 und 2
auch in UM-UC-3 am effektivsten zelltodfordernd. Der Zelltod ist abermals gekennzeichnet
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durch eine Mischung aus Nekrose und Apoptose, wobei die meisten Zellen nekrotisch
untergehen. Am wenigsten wirksam in Bezug auf den Zelltod ist der Knockdown von

HDAC2.

Der kombinierte Knockdown von HDAC 1 und HDAC?2 fiihrt in allen betrachteten ZL am
potentesten zu Zelltod. UCCs scheinen auf einen HDAC-Knockdown sensitiver zu reagieren
als es die Kontroll-ZL HBLAK tut. Dies unterstreicht die Bedeutung des Zusammenspiels
von HDACI und 2 fiir die Entstehung und das Wachstum des UC.

Dass der Knockdown zuvor genannter HDACs gegliickt ist und die aufgezeigten Daten damit

aussagekriftig sind, ldsst sich anhand von Abbildung 32 beweisen.
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Abb. 32: Nachweis iiber den erfolgreichen Einzel-Knockdown von HDACI, 2 und 3 sowie iiber
den kombinierten Knockdown von HDAC1 und 2 mittels HDAC-siRNA in der Kontroll-ZL
HBLAK sowie in den UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3. Die oberste Abbildung zeigt den Einzel-
Knockdown von HDACI1 sowie den kombinierten Knockdown von HDACI und 2. Die mittlere
Abbildung geht auf den Einzel-Knockdown von HDAC2 und den kombinierten Knockdown von
HDACI und 2 ein. Die unterste Abbildung nimmt den Knockdown von HDAC3 in den Fokus. Die
Abszisse zeigt die betrachtete ZL sowie die verabreichte HDAC-siRNA. Die Ordinate stellt die
relative Genexpression dar. Der besseren Darstellung halber wurde auf die Bezeichnung von
Standardabweichungen verzichtet.

4.3.3 Die Bildung von DNA-Doppelstrangbriichen (DSBs) ist an der Zelltodinduktion
im UC beteiligt

Wie im vorherigen Textabschnitt erldutert, fiihrte der siRNA vermittelte HDAC-Knockdown
im UC zum Zelltod in Form von Apoptose und Nekrose. Da die Bildung von DSBs in
Apoptose resultieren kann, galt es zu untersuchen, ob der festgestellte Zelltod in HBLAK
und UCCs durch die Induktion von DSBs ausgeldst wurde.

Um dem nachzugehen, wurden die UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3 sowie die Kontroll-
ZL HBLAK mit HDAC-siRNA behandelt, die zu einem Knockdown von HDACI, 2 oder 3
sowie zu einem kombinierten Knockdown von HDACI1 und 2 fiihrte. Im Anschluss wurden
die ZL mit einem Fluoreszenz-markierten Antikorper angefirbt und unter einem
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Mithilfe von DAPI konnten die Zellkerne dargestellt

werden. Zur Identifizierung von DSBs wurde yH2AX verwendet.

Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 33 bis 35 dargestellt.
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Abb. 33: Nachweis von DSBs und Zellkernen in HBLAK nach einer Behandlung mit HDAC-
siRNA. Dargestellt sind verschiedene Aufnahmen nach Fluoreszenzfiarbung mit DAPI (blau) sowie
phosphoryliertem YH2AX (griin) und deren Uberlagerung (MERGE). Die Behandlung fiihrte zu
einem Knockdown von HDACI, 2, oder 3 sowie zu einem kombinierten Knockdown von HDACI1
und 2. Die Bilder wurden in einer vierfachen VergroBerung aufgenommen. Der in der Abbildung rot
hervorgehobene Maf3stab entspricht in seiner vollen Lange 111,7 Mikrometer (um).

Ein HDAC-Knockdown fithrt in der Kontroll-ZL HBLAK zu Verdnderungen der
Zellkernanzahl sowie zur Bildung von DSBs. Die Auswirkungen des Knockdowns variieren
je nachdem, welche HDAC betroffen ist. In der Kontrollgruppe sind die meisten Zellkerne
sichtbar, wahrend die Zellkernanzahl nach einem kombinierten Knockdown von HDACI1

und 2 am geringsten ausfallt. Die meisten DSBs lassen sich nach einem Knockdown von
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HDACS3 detektieren, wihrend nach einer Behandlung mit HDAC1-siRNA die geringste Zahl

von DSBs nachgewiesen wird.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die HDAC-Typen in der Kontroll-ZL HBLAK
spezifische Funktionen zu erfiillen haben. So scheint HDAC3 beispielsweise eine wichtige

Rolle in der Reparatur von DSBs einzunehmen.

DAPI yH2AX MERGE

siRNA ctrl.

siRNA HDAC1

siRNA HDAC2

siRNA HDAC3

siRNA HDAC1/2

Abb. 34: Nachweis von DSBs und Zellkernen in VM-CUB-1 nach einer Behandlung mit
HDAC-siRNA. Dargestellt sind verschiedene Aufnahmen nach Fluoreszenzfarbung mit DAPI (blau)
sowie phosphoryliertem YH2AX (griin) und deren Uberlagerung (MERGE). Die Behandlung fiihrte
zu einem Knockdown von HDACI, 2, oder 3 sowie zu einem kombinierten Knockdown von HDACI1
und 2. Die Bilder wurden in einer vierfachen Vergroferung aufgenommen. Der in der Abbildung rot
hervorgehobene Maf3stab entspricht in seiner vollen Lange 111,7 pm.
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Auch in der UCC VM-CUB-1 fiihrt ein HDAC-Knockdown zu Verdnderungen der
Zellkernanzahl und zur Entstehung von DSBs. In VM-CUB-1 sind die meisten Zellkerne
nach einer Behandlung mit HDAC1- oder HDAC2-siRNA sichtbar. In Ubereinstimmung
mit HBLAK ist die niedrigste Zellkernanzahl auch in VM-CUB-1 nach dem kombinierten
Knockdown von HDACT und 2 sichtbar. Die meisten DSBs treten nach dem Knockdown von
HDACS3 auf. Die geringste Anzahl von DSBs ist nach dem kombinierten Knockdown von
HDACIT und 2 erkennbar.

DAPI yH2AX MERGE
. siRNA ctrl.
- siRNA HDAC1
| SiRNA HDAC2

siRNA HDAC1/2

. siRNA HDAC3

Abb. 35: Nachweis von DSBs und Zellkernen in UM-UC-3 nach einer Behandlung mit HDAC-
siRNA. Dargestellt sind verschiedene Aufnahmen nach zytochemischer Fluoreszenzfiarbung mit
DAPI (blau) sowie phosphoryliertem YH2AX (griin) und deren Uberlagerung (MERGE). UM-UC-3
wurde zuvor mit HDAC-siRNA behandelt. Die Behandlung fithrte zu einem Knockdown von
HDACI, 2, und 3 sowie einem kombinierten Knockdown von HDAC1 und 2. Die Bilder wurden in
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einer vierfachen VergroBerung aufgenommen. Der in der Abbildung rot hervorgehobene Mafistab
entspricht in seiner vollen Lénge 111,7 um.

Vergleichbar mit der Kontroll-ZL HBLAK und der UCC VM-CUB-1 treten auch in UM-
UC-3 nach einer Behandlung mit HDAC-siRNA DSBs und eine verdnderte Zellkernanzahl
auf. Die meisten Zellkerne lassen sich in der Kontrolle nachweisen, die wenigsten nach der
Intervention mit HDACI- oder HDAC2-siRNA. Die meisten DSBs treten nach einer
Behandlung mit HDACI1-siRNA auf, gefolgt von dem gleichzeitigen Knockdown von
HDACI und 2.

Alles in allem bleibt festzuhalten, dass die verschiedenen HDACs unterschiedlich stark in
die Reparatur bzw. Induktion von DSBs in den verschiedenen ZL eingebunden sind.
Besonders potent auf die Reduktion der Zellzahl wirkt in allen drei untersuchten ZL der

kombinierte Knockdown von HDAC]1 und 2.

4.4 Wirkungsanalysen von HDACis in Kombination mit BCL-2is im UC

4.4.1 Die Kombination von HDACis mit Venetoclax wirkt in UCCs teils synergistisch
und teils antagonistisch

HDACis vermogen die Expression von sowohl pro- als auch antiapoptotischen Faktoren im
UC zu steigern. Antiapoptotische Faktoren, wie z.B. BCL-2, die in Tumor-ZL oftmals per
se vermehrt exprimiert werden als in den normalen Kontroll-ZL, werden auf diese Weise
nochmals stirker induziert. Auf Basis der genannten Beobachtungen stellt sich die Frage, ob
sich die Apoptose stirker forcieren lisst, wenn man HDACis mit einem Inhibitor der BCL-

2-Familie, wie Venetoclax, kombiniert.

Zunichst sollte der Effekt einer Venetoclax-Monotherapie auf die Kontroll-ZL HBLAK
untersucht werden, um die Toxizitdt des BCL-2i auf das normale Harnblasengewebe
einschitzen zu konnen. Um die Wirkung einer solchen Kombination zu untersuchen, wurden
die UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3 mit Romidepsin oder Quisinostat gepaart mit
Venetoclax behandelt. Im Anschluss erfolgte die Durchfiihrung von MTT-Tests sowie die
Ubertragung der Daten in eine Chou-Talalay-Analyse. Die jeweiligen Analysen werden in

den Abbildungen 37 und 38 gezeigt.
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Abb. 36: Die IC50-Werte von Venetoclax fallen in der Kontroll-ZL. HBLAK gering aus.
Dargestellt ist eine Dosis-Wirkungs-Kurve, die durch MTT-Tests bestimmt wurde. Verwendet
wurden unterschiedliche Dosierungen von Venetoclax, die auf der Abszisse dargestellt sind. DMSO
ist die Losungskontrolle. Die Behandlung der Zellen erfolgte iiber einen Zeitraum von 72 h. Die
Ordinate zeigt die relative Zellviabilitit, normiert auf DMSO.

Wie aus Abbildung 36 hervorgeht, nimmt die relative Zellviabilitit von HBLAK mit
steigender Venetoclax-Dosis ab. Gemil3 der Abbildung liegt der IC50-Wert von Venetoclax
in HBLAK in einem Bereich zwischen 0,1 und 0,25 pM, in dem gleichzeitig der stdrkste
Riickgang der relativen Zellviabilitdt zu verzeichnen ist. Bei einer Venetoclax-Dosis von 5

uM sind keine viablen HBLAK-Zellen mehr nachweisbar.
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Abb. 37: Die Kombination von Romidepsin mit Venetoclax wirkt in Abhéngigkeit von der
betrachteten UCC und der Dosierung synergistisch oder antagonistisch. Die Darstellung erfolgt
in Form einer Chou-Talalay-Analyse. Die Daten hierfiir stammen aus einem MTT-Test. Die Chou-
Talalay-Analyse zeigt auf der Abszisse die fraction affected (1 — relative Viabilitdt). Die Ordinate
zeigt den combination index. Der combination index definiert Synergismus (CI < 1), additiven Effekt
(CI'=1) oder Antagonismus (CI > 1).

Abbildung 37 zeigt, dass die Kombination aus Romidepsin und Venetoclax in den UCCs
VM-CUB-1 und UM-UC-3 synergistisch Zelltod induziert. In VM-CUB-1 zeigt sich der
synergistische Effekt sowohl bei niedrigen als auch bei hohen Dosen. In UM-UC-3 besteht
der synergistische Effekt bis zu einer fraction affected von 0,8 und schlégt iiber diesen Wert

hinaus in einen antagonistischen Effekt um.

Abbildung 37 présentiert die Chou-Talalay Analysen fiir die Kombination von Quisinostat

mit Venetoclax.
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Abb. 38: Die Kombination von Quisinostat mit Venetoclax wirkt in Abhéingigkeit von der
betrachteten UCC und der Dosierung synergistisch oder antagonistisch. Die Darstellung erfolgt
in Form einer Chou-Talalay-Analyse. Die Daten hierfiir stammen aus einem MTT-Test. Die Chou-
Talalay-Analyse zeigt auf der Abszisse die fraction affected (1 — relative Viabilitdt). Die Ordinate
zeigt den combination index. Der combination index definiert Synergismus (CI < 1), additiven Effekt
(CI'=1) oder Antagonismus (CI > 1).

Aus Abbildung 38 geht hervor, dass die Kombination von Quisinostat mit Venetoclax in
VM-CUB-1 nur einen antagonistischen Effekt bewirkt. Dieser tritt bereits bei geringen
Dosierungen auf und ist bei einer fraction affected von 0,3 am stirksten ausgeprigt. Uber
diesen Wert hinaus flacht der antagonistische Effekt ein wenig ab. In UM-UC-3 fiihrt die
Kombination von Quisinostat mit Venetoclax in geringen Dosierungen zu einem
synergistischen Effekt. Bei hoheren Dosierungen tritt jedoch auch hier ein antagonistischer
Effekt ein. Der Wechsel von synergistischem zu antagonistischem Effekt erfolgt bei einer

fraction affected von 0,3.

4.4.2 Die IC50-Werte von Navitoclax variieren zelllinienabhiingig stark
Neben den selektiven BCL-2is existieren Breitspektrum-BCL-2is, zu denen Navitoclax zihlt

(Tse et al., 2008). Aufgrund ihres erweiterten Wirkungsbereichs konnte die Substanz im UC
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potenter Zelltod induzieren als Venetoclax. Bislang sind noch keine IC50-Werte von

Navitoclax im UC bestimmt worden.

Um diese Wissensliicke zu schlie3en, wurden die UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3 sowie
die Kontroll-ZL HBLAK mit verschiedenen Navitoclax-Dosen behandelt und im Anschluss
daran MTT-Tests durchgefiihrt. Die Untersuchungsergebnisse sind in den Abbildungen 39
und 40 dargestellt.

HBLAK

DMSO 0.1uM 0.25uM 0.5uM 1uM 5uM
Konzentration Navitoclax

Abb. 39: Die IC50-Werte von Navitoclax fallen in der Kontroll-ZL. HBLAK sehr gering aus.
Dargestellt ist eine Dosis-Wirkungs-Kurve, die durch MTT-Tests bestimmt wurde. Verwendet
wurden unterschiedliche Dosierungen von Navitoclax, die auf der Abszisse dargestellt sind. DMSO
ist die Losungskontrolle. Die Behandlung der Zellen erfolgte iiber einen Zeitraum von 72 h. Die
Ordinate zeigt die relative Zellviabilitdt, normiert auf DMSO.

Aus der folgenden Abbildung geht hervor, dass die untersuchten ZL unterschiedlich auf eine
Behandlung mit Navitoclax reagieren. Dabei scheint die Kontroll-ZL. HBLAK besonders
sensibel auf die Medikation anzusprechen, denn schon geringe Navitoclaxmengen fithren
starken Zelltod herbei. Wie aus Abbildung 38 hervorgeht, liegen nach einer Behandlung mit
0,1 uM Navitoclax bereits keine viablen HBLAK-Zellen mehr vor. Daraus ldsst sich
schliefen, dass der IC50-Wert von Navitoclax in HBLAK unterhalb von 0,1 pM zu verorten

ist.
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Abb. 40: Die IC50-Werte von Navitoclax in UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3. Dargestellt sind
Dosis-Wirkungs-Kurven fiir Navitoclax, die durch MTT-Tests bestimmt wurden. Verwendet wurden
unterschiedliche Dosierungen von Navitoclax, die auf der Abszisse dargestellt sind. DMSO ist die
Losungskontrolle. Die Behandlung der Zellen erfolgte iiber einen Zeitraum von 72 h. Die Ordinate
zeigt die relative Zellviabilitit, normiert auf DMSO.

Im Falle von VM-CUB-1 zeigt Abbildung 40 eine abnehmende relative Zellviabilitit nach
Steigerung der Navitoclax-Dosis. Gemil der Abbildung liegt der IC50-Wert von Navitoclax
in VM-CUB-1 zwischen 1 uM und 5 uM. Mithilfe eines IC50-Rechners kann der Wert auf
2,79 uM préazisiert werden. Der stirkste Riickgang der relativen Zellviabilitét ergibt sich in
dem Bereich zwischen 1 uM und 5 pM. Dort sinkt die relative Zellviabilitdt von 70 % auf
20 % ab. Bei einer Navitoclax-Dosis von 25 pM sind keine viablen VM-CUB-1-Zellen mehr

nachweisbar.
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Auch die relative Zellviabilitdt von UM-UC-3 nimmt mit steigender Navitoclax-Dosis ab.
Dies geschieht jedoch weniger schnell als bei HBLAK oder VM-CUB-1. Folglich reagieren
nicht nur die Kontroll-ZL HBLAK und die UCCs unterschiedlich auf eine Behandlung mit
Navitoclax, sondern auch innerhalb der Gruppe der UCCs bestehen Diskrepanzen.
Abbildung 42 folgend liegt der IC50-Wert fiir Navitoclax in UM-UC-3 bei ca. 10 uM. Der
IC50-Rechner gibt einen Wert von 12,89 puM an. Der grofite Abfall der relativen
Zellviabilitét tritt zwischen 10 pM und 25 uM auf, wo ein Riickgang von 50 % auf 20 % zu
verzeichnen ist. Anders als bei VM-CUB-1, sind im Falle von UM-UC-3 bei 25 pM noch 10
% bis 20 % der Zellen viabel.

Aufgrund der aufgefiihrten Daten und der daraus ableitbaren hohen Toxizitdt von Navitoclax
in HBLAK, erscheint die Kombination dieses BCL-21 mit HDACis im UC wenig sinnvoll
und wurde nicht weiter untersucht. Nach den ersten Untersuchungen dieser Arbeit sind beide

Inhibitoren der BCL-2-Familie scheinbar keine geeignete Behandlungsoption fiir das UC.
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5 Diskussion

5.1 Die Bedeutung der fehlregulierten Apoptose im UC

5.1.1 Die Expression von pro- und antiapoptotischen Faktoren ist im UC fehlreguliert
Die vorliegende Arbeit hat sich zum Ziel gesetzt, die Apoptoseregulation im UC eingehend
zu untersuchen und basierend auf den gewonnenen Erkenntnissen innovative
Therapieansitze fiir das UC zu formulieren, die EPlis in den Vordergrund stellen. Zu dem
Zweck erfolgte die Durchfiihrung qRT-PCR gestiitzter Expressionsanalysen von elf
verschiedenen Apoptosefaktoren in UCCs, LTTs sowie in Kontroll-ZL. Die untersuchten
Apoptosefaktoren lieBen sich entweder der BCL-2-Familie oder den IAPs zuordnen. Die
gewonnen Daten implizieren eine umfassende Fehlregulation sowohl pro- als auch

antiapoptotischer Faktoren im UC, die einem zelllinien- und faktorabhidngigen Muster folgt.

Das Wissen um die Fehlregulation der Apoptose in Krebserkrankungen stellt kein Novum
dar (Hanahan & Weinberg, 2011). Betroffen sind sowohl die Mitglieder der BCL-2-Familie
(Tessoulin et al., 2019) als auch diverse Vertreter der IAPs (Falkenhorst et al., 2016).

Tabelle 41 zeigt eine detaillierte Aufschliisselung iiber die Expressionsniveaus
verschiedener Apoptosefaktoren in den gidngigsten Krebsentitéten, einschlielich dem UC,

anhand offentlich zugénglicher Daten (Human Protein Atlas).

Tabelle 41: Ubersicht iiber die Expression diverser Apoptosefaktoren in hiufigen Krebsarten
im Vergleich zum Normalgewebe (n). Die Daten entstammen dem Human Protein Atlas und
werden in der Einheit normalized Transcripts Per Million (nTPM) angegeben. Die mehrheitlich
proapoptotisch wirksamen Faktoren werden griin hervorgehoben, die antiapoptotischen rot.

I:< [BD FADD [TRADD [DAXX

138,4 86,2 58,1 21,5 17,6 2.8 26,2 91,3 157,7

Blasenkrebs |[n: 44,1 |n:33,1 |n: 11,0 [n: 176 [n:26,3 |n:5,2 n:452 [n:25 n: 291,5
58,5 S22 35,5 13,3 14,1 4.8 12,7 96,5 105,3
Prostatakrebs|n: 24,6 |n: 6,5 n: 8,9 n:20,5 [n:24,3 |n:6,2 n: 10,2 [n:0,6 n: 93,1
95,9 1.5 68,6 17,0 20,4 4.4 13,3 101,7 137,3

Brustkrebs |n: 26,3 |n:10,5 [n:13,2 [n:151 [n:244 [n:9,3 n:178 |n:4,9 n: 169,3
111.3 59,9 46,4 16,9 46,4 53 344 101,8 148,9

Lungenkrebs |n: 436 |n:13,0 |n:10,3 [n:17,1 |n:10,3 |n:3,6 n:239 [n:1,8 n: 229,8
121,9 63,6 44 1 14,7 17,5 1.5 22,6 79,8 116,5

Darmkrebs |n: 74,7 [(n: 14,2 [n:14,3 [n:16,9 |n:27,0 ([n:6,0 n:24,1 [n:6,4 n: 133,1
179,7 82,2 38,3 19,0 30,2 ha:5 130,3 107.6 238,7

Lymphome |n:57,3 |n:34,7 [n:165 |n:12,1 [n: 8,6 n: 14,3 |n:138,1 [n: 15,9 |n: 1574

Es wird deutlich, dass in einer Vielzahl der prisentierten Krebsarten eine Uberexpression
von proapoptotischen Faktoren im Vergleich zum Normalgewebe zu verzeichnen ist.
Speziell BAXX ist in allen angegebenen Entitéten stdrker detektierbar. BIRCS und MCL-1
sind die antiapoptotischen Faktoren, die in allen dargestellten Krebserkrankungen wesentlich

hochreguliert sind. Dieses Wissen wurde bereits in der Vergangenheit genutzt,
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um durch die Inhibition dieser antiapoptotischen Faktoren in Krebs eine therapeutische
Wirkung zu erzielen (Oltersdorf et al., 2005; Tse et al., 2008). Die Daten aus der obigen
Tabelle stimmen mit den Trends iiberein, die in Textabschnitt 4.1.1 formuliert wurden.
Gleichzeitig tiberraschen sie, da im Zusammenhang mit Krebserkrankungen haufig von einer
Uberexpression antiapoptotischer Faktoren die Rede ist, wihrend die Bildung
proapoptotischer Faktoren reduziert ist (Pfeffer & Singh, 2018). Um zu eruieren, ob sich die
beschriebenen Tendenzen auch in allgemein verfiigbaren Daten zu UCCs wiederfinden
lassen, erfolgt in Tabelle 42 zundchst die strukturierte Darstellung besagter Daten, die im

Folgenden als Diskussionsgrundlage fiir weitere Ausfiihrungen dienen soll.

Tabelle 42: Ubersicht iiber die Expression diverser Apoptosefaktoren in giingigen UCCs im
Vergleich zum Normalgewebe (Kontrolle). Die Daten entstammen dem Human Protein Atlas und
werden in der Einheit nTPM angegeben. Die mehrheitlich proapoptotisch wirksamen Faktoren
werden griin hervorgehoben, die antiapoptotischen rot.

BENGC-x  eo  [FAaop [TRaDD [oaxx  [BGE2ITIBIRGS TIBIRGS NIMCEIT
BFTC905 81,1 62,8 87,3 23,3 43,6 1,2 3.8 76,6 253,3
SW-1710 81,9 69,5 38,2 19,1 12,4 16,1 11 39,4 143,2
RT-4 186,6 129,2 30,5 15,7 1,1 4 8 77,5 115,2
647v 171,6 149,3 56,2 28 1,6 0,2 16,8 68,9 147,2
VM-CUB-1 36,1 38,8 36,7 12,8 0,6 0,6 22,7 38,3 3334
UM-UC-3 143,7 61,8 66,5 13,8 14 3,7 73,8 153,1 90,1
5637 162,3 208 65,6 10,6 24,3 1,3 62,4 179,9 87
639v 124,7 74,8 42,2 9,9 24,9 1,7 3,3 105,9 86
SCaBER 126,7 63,6 71.2 33,7 17.4 0,5 52,4 85,2 186,6
Kontrolle 441 33,1 11 17,6 26,3 5,2 45,2 2,5 291,5

Im direkten Vergleich der Tabelleninhalte mit den in der Arbeit generierten Daten fillt auf,
dass sowohl Ubereinstimmungen als auch Diskrepanzen bestehen. GemiB 4.1.1 wird der
proapoptotische Faktor FADD in den UCCs UM-UC-3, 5637 und 639v schwécher
exprimiert als in der Kontrollgruppe. Tabelle 42 zeigt Gegenteiliges. Aquivalente
Unterschiede treten dariiber hinaus in der Expression von TRADD in BFTC-905 und RT-4
sowie bei BAX in diversen UCCs auf. Ubereinstimmend wird eine signifikante
Uberexpression von BIRCS5 in beiden Datensitzen beobachtet. Die festgestellten
Unterschiede konnten auf methodologische Variationen, unterschiedliche Probenquellen

oder die biologische Heterogenitit der UCCs zuriickzufiihren sein.

Studien, die sich mit der Expression von BCL-2-Familienmitgliedern und IAPs im UC
auseinandersetzen, sind rar und nehmen oftmals nur wenige UCCs und Apoptosefaktoren in
den Fokus. Thre Aussagekraft ist folglich begrenzt. In Ermangelung groBer und

umfangreicher Datensétze, sollen besagte kleinere Studien an dieser Stelle zwecks
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Vergleichs mit den in der Arbeit aufgefiihrten Ergebnissen dennoch Erwéhnung finden: In
Ubereinstimmung mit den Resultaten aus 4.1.1 sowie den Angaben aus Tabelle 42 zeigten
Kirsh et al. (1998), dass BCL-2 in UCCs nur schwach exprimiert wird, wihrend BCL-XL
und BCL-XS vermehrt gebildet werden (Kirsh et al., 1998). Korkolopoulou et al. (2002)
berichteten zudem von einer vermehrten Expression von BAX und BCL-XL im Gros der
untersuchten UC-Proben, wihrend die Expression von BCL-2 und BCL-XS so gering
ausfiel, dass die Faktoren kaum nachgewiesen werden konnten. Die ForscherInnen fanden
iiberdies heraus, dass eine vermehrte Expression von BCL-X in direktem Zusammenhang
mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium stand (Korkolopoulou et al., 2002). Eine Studie
von Zhang et al. (2021) zeigte, dass die [APs BIRC2 und BIRC3 im UC vermehrt gebildet
werden (Zhang et al., 2021). Diese Fehlregulation antiapoptotischer Faktoren ist oft mit einer
schlechten Prognose des UC verbunden (Yoshimine et al., 2013) und konnte fiir die
Sinnhaftigkeit einer IAP-Inhibition pladieren. Im Rahmen einer Review hob Wolf (2023) die
zentrale Rolle der IAPs im UC hervor. Er kam zu dem Schluss, dass die Uberexpression
verschiedener IAPs im UC mit einer schlechten Prognose verbunden ist und das gezielte
Adressieren dieser Proteine, etwa durch Smac-Mimetika, eine vielversprechende
therapeutische Strategie darstellen konnte (Wolf, 2023). Die spezifische Rolle von BIRCS
im UC wird in Abschnitt 5.1.2 behandelt. Alles in allem bestdtigen die aufgefiihrten Studien
die Kernaussage der vorliegenden Arbeit, nach der die Apoptose im UC fehlreguliert ist und
die Apoptosefaktoren in einem unterschiedlichen Ausmall von der Fehlregulation betroffen

sind.

Die potenziellen Ursachen fiir die beschriebene Fehlregulation sind vielgestaltig und auf
unterschiedlichen Ebenen wiederzufinden: Da Krebszellen eine hohe Teilungsrate
aufweisen, sind sie einer deutlichen DNA-Replikationsbelastung ausgesetzt (Hanahan &
Weinberg, 2011), die in Synthesefehlern und letztlich Apoptose resultieren kann
(Masamsetti et al., 2019). Dariiber hinaus geht das Krebswachstum mit der Bildung von ROS
einher. Die oxidativen Metaboliten konnen forderlich auf das Wachstum einwirken, fithren
jedoch in hohen Mengen mehrheitlich zu Zellschdden, die als Induktoren fiir den
programmierten Zelltod fungieren (Arfin et al., 2021). Grundlage der beschriebenen
Prozesse ist die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie z.B. p53 (Shi et al., 2021) oder
c-Myc (Benassi et al., 2006), die die Expression von proapoptotischen Faktoren regulieren
(Miyashita & Reed, 1995; Oda et al., 2000; Mitchell et al., 2000). p5S3-Mutationen sind im
UC ein hiufig vorkommendes Phdanomen (Sidransky et al., 1991). Es ist denkbar, dass diese

in einer Beeintrdchtigung oder gar einem Funktionsverlust von p53 resultieren kdnnen.
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Weitere Erklarungsansétze fiir die veranderte Expression proapoptotischer Faktoren im UC
sind auf der Ebene von Mutationen oder epigenetischen Verdnderungen zu verorten. Diese
konnen in Krebserkrankungen sowohl im Bereich von Promotoren vorkommen (Huang et
al., 2022), jedoch auch in Enhancern (Carullo & Day, 2019) oder Silencern (Diederichs et
al., 2016) auftreten. Im Falle von BAX wurden in der B-Zell-Leukdmie Promotormutationen
beschrieben, die zu einer Vervielfaltigung des Faktors fiihrten (Moshynska et al., 2003). Im
UC unterliegen zahlreiche Gene einer Regulation durch Promotorhypermethylierung (Lee
& Song, 2017). Genetische Variationen in Enhancern und Silencern werden hingegen im

UC iiberwiegend nicht beschrieben.

Das Auftreten von epigenetischen Verdnderungen ist ein in Krebserkrankungen héufig
beobachtetes Phdnomen (Sharma et al., 2010), das zu einer Modifikation der Genexpression
fiihrt. Im Falle des UC ist bekannt, dass infolge der epigenetischen Prozesse die Bildung von
proapoptotischem Apaf-1 gedrosselt wird (Christoph et al., 2006) und auch die Expression

von Caspasen einer Reduktion unterliegen kann (Malekzadeh et al., 2009).

Es bleibt festzuhalten, dass die Verdanderungen der Apoptoseregulation im UC auf komplexe
Prozesse zuriickzufiihren sind und ebenso komplexe Therapieansitze erfordern. Die
Beobachtung, dass das Expressionsmuster der Apoptosefaktoren zelllinienabhidngig variiert,
unterstreicht nicht nur die Notwendigkeit komplexer Therapien, sondern auch
personalisierter Behandlungsverfahren im UC. Die im FErgebnisteil dieser Arbeit
geschilderten Analysen, nach denen proapoptotische Faktoren in UCCs mitunter
iiberexprimiert vorliegen, erlauben die Hypothese, dass diese UCCs empfindlich auf
proapoptotische Stimuli reagieren konnten und so effizienter in Apoptose zu bringen sind.
Die beobachtete Fehlregulation antiapoptotischer Faktoren hingegen bietet eine mogliche
Begriindung dafiir, warum UCCs erfahrungsgemaf nur schwer dem Zelltod zuzufiihren sind.
Die medikamenteninduzierte Hemmung antiapoptotischer Faktoren konnte die Apoptose im

UC fordern.

5.1.2 BIRCS: Ein Schliisselfaktor der Apoptose im UC?

Wie oben beschrieben, handelt es sich bei BIRCS um den einzigen antiapoptotischen Faktor,
der in allen untersuchten UCCs und LTTs iiberexprimiert wurde. In den Kontroll-ZL
hingegen war BIRCS kaum detektierbar. Diese Umsténde lassen die Vermutung zu, dass
BIRCS von tiibergeordneter Wichtigkeit fiir die Entstehung und den Progress des UC sein

konnte.
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Die Uberexpression von BIRC5 wird nicht nur im UC beschrieben (Swana et al., 1999),
sondern ist auch in anderen Krebsentititen vorbekannt (Hernandez et al., 2011; Wright et
al., 2023). Die im Kontext der vorliegenden Arbeit getitigte Beobachtung, dass BIRCS nur
marginal in gesunden Harnblasen-ZL gebildet wird, wurde bereits von anderen
ForscherInnen beschrieben (Shariat et al., 2007; Chen et al., 2013) und unterstreicht damit
die Validitit der in 4.1.1 gewonnenen Daten. Studien stellen nicht nur die Uberexpression
von BIRCS5 im UC heraus, sondern betonen dariiber hinaus den Zusammenhang zwischen
niedrigen BIRC5-Spiegeln und einem verlidngerten Gesamtiiberleben (Ecke et al., 2020)
sowie einem erhohten Rezidivrisiko infolge vermehrter BIRC5-Werte (Shariat et al., 2007).
Weiterhin steht die Expression von BIRCS5 im engen Zusammenhang mit der Entstehung
von Chemotherapieresistenzen (Krafft et al., 2019). Eine Sensibilisierung des UC fiir
Krebsmedikamente kann durch den gezielten Knockdown von BIRCS erfolgen, der
auBerdem in einer reduzierten Tumorgréfle miindet (Kunze et al., 2012). Neue Ansétze zur
Reduktion der BIRC5-Expression werden derzeit erforscht und gelten als vielversprechend
(Lin et al., 2021; Wang et al., 2022). Trotz bestehender Unsicherheiten hinsichtlich der
zuverldssigen Verwendung von Urin-Biomarkern (Ng et al., 2021), stehen heute mehrere
Urintests zur Detektion des UC zur Verfiigung, die jedoch nicht auf dem Nachweis von
BIRCS5 fuBen (Ecke et al.,, 2023). Basierend auf den vorangegangenen Erlduterungen
verwundert dies, schlieflich wurde die Bedeutung von BIRCS fiir das UC offenbar und
dessen Potenzial als Biomarker fiir das UC durch Dong et al. (2021) betont (Dong et al.,
2021).

Zusammenfassend deutet die derzeitige Studienlage darauf hin, dass es sich bei BIRC5 um
einen bedeutenden Faktor in der Entstehung und dem Wachstum des UC handelt. Daher
sollten zukiinftige Forschungsvorhaben BIRCS zunehmend in den Blick nehmen und dessen

Bedeutung v.a. im Rahmen personalisierter Therapieansitze eingehend evaluieren.

5.1.3 Die Fehlregulation von Apoptosefaktoren trigt im UC zur Entstehung der
Cisplatinresistenz bei

Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass die Expression von Apoptosefaktoren
nicht nur in UCCs, sondern auch in LTTs fehlreguliert ist. Daraus resultiert die Vermutung,
dass die verdnderte Expression von Apoptosefaktoren an der Entstehung der
Cisplatinresistenz im UC beteiligt sein konnte. Die Verwendung von Cisplatin stellt eine
gingige Behandlungsmethode des UC dar (Niegisch et al., 2022), geht allerdings hdufig mit
der Ausbildung von Resistenzen einher (Buttigliero et al., 2017), was sich fiir die Therapie

von Krebspatienten als nachteilig erweist.
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Die Cisplatinresistenz im Allgemeinen basiert auf verschiedenen Mechanismen, zu denen
epigenetische Verdnderungen (Steele et al., 2009) und Modifikationen in der Genexpression
von Apoptosefaktoren, vorrangig der BCL-2-Familie (van Oosterwijk et al., 2012), zdhlen.
Das Umgehen apoptotischer Prozesse ist ein bedeutender Schritt in der Post Target
Resistance von Cisplatin (Galluzzi et al., 2014). Vor dem Hintergrund erscheint die in der
Arbeit getdtigte Beobachtung, dass einige LTTs mehr antiapoptotische Faktoren exprimieren
als die parentalen UCCs, plausibel. Wahrend sich die gerade getétigten Aussagen auf
verschiedene Tumorarten beziehen, sind die Mechanismen der Cisplatinresistenz im UC
noch unzureichend erforscht. Insbesondere der Zusammenhang zwischen der Expression
von Apoptosefaktoren und dem Auftreten einer Cisplatinresistenz muss noch ndher
exploriert werden. In einer fritheren Studie stellten Skowron et al. (2018) fest, dass die
Expression von Apoptosefaktoren LTT-abhéngig variierte. So wurden BCL-XL, BCL-XS
und BIRCS in einigen LTTs iiberexprimiert, wihrend BCL-2 weniger stark gebildet wurde

(Skowron et al., 2018). Diese Ergebnisse decken sich mit den Daten der vorliegenden Arbeit.

Die Relevanz der Fehlregulation von Apoptosefaktoren fiir die Ausbildung einer
Cisplatinresistenz zeigt sich anhand der Effektivitdt von Kombinationstherapien, die sich aus
Cisplatin und Apoptosefaktor-Inhibitoren zusammensetzen. So vermag der Pan-BCL-21
Obatoclax das UC fiir eine Behandlung mit Cisplatin zu sensibilisieren (Steele et al., 2019),
wéhrend der BIRCS51 YM155 die Wirkung von Cisplatin im UC verstirkt und auf diese
Weise das Zellsterben steigert (Skowron et al., 2018). Neben der Paarung von Cisplatin mit
einem weiteren Inhibitor, wirkt auch die Kombination mit Zweien Zelltod induzierend. Dies
zeigt sich anhand des kombinierten Knockdowns von BCL-XL und BIRCS, die die Wirkung

von Cisplatin unterstiitzten (Kunze et al., 2013).

5.1.4 Die komplexen Interaktionen der Apoptosefaktoren im UC

Der Nachweis von Korrelationen zwischen verschiedenen Apoptosefaktoren bietet die
Moglichkeit, regulatorische Zusammenhinge im UC zu erfassen und sich diese ggf. zwecks
Apoptoseinduktion zu Nutze zu machen. Aus der vorliegenden Arbeit geht hervor, dass die
Interaktionen zwischen pro- und antiapoptotischen Faktoren im UC vielféltig und
tiberwiegend nicht klar korreliert sind. Jedoch konnten auch einige signifikante

Korrelationen herausgearbeitet werden.

Eine positive Korrelation ist zwischen den proapoptotischen Faktoren BID und BAX
nachweisbar. Beide sind fiir die Bildung des MOMP essenziell (Wei et al., 2001) und es

besteht eine vorbekannte Wechselwirkung zwischen den Faktoren, im Rahmen derer BID
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an der Aktivierung von BAX beteiligt ist (Eskes et al., 2000). Allerdings ist BID fiir den
Aktivierungsprozess nicht zwingend vonndten (Zhang et al., 2016), was darauf hindeutet,
dass weitere Ursachen fiir die Korrelation zwischen beiden Faktoren vorliegen. Eine
mogliche Begriindung ist auf Ebene des Transkriptionsfaktors p53 zu finden, der sowohl auf
die Expression von BID einwirkt (Sax et al., 2002) als auch die Bildung von BAX
maBgeblich beeinflusst (Miyashita et al., 1994).

Ein weiteres Beispiel fiir eine Korrelation zwischen zwei proapoptotischen Faktoren stellt
sich fir BAX und DAXX dar. An dieser Stelle gilt es zu erwihnen, dass DAXX im Kontext
der Apoptose als Hybrid fungiert und sowohl proapoptotische Elemente (Yang et al., 1997)
als auch antiapoptotische Aspekte (Chen & Chen, 2003) in sich vereint. In der vorliegenden
Arbeit wurde DAXX der Gruppe der proapoptotischen Faktoren zugeordnet, obgleich seine
apoptosechemmende Wirkung nicht géinzlich vernachldssigt werden darf, schlieBlich
unterbinden antiapoptotische Faktoren haufig proapoptotische Prozesse (Kale et al., 2017).
Die positive Korrelation zwischen BAX und DAXX erscheint auf den ersten Blick
ungewohnlich, da die beiden Faktoren unterschiedliche Aufgaben im Kontext der Apoptose
erfiillen. Wéahrend BAX fiir den Prozess der outer membrane permeabilization essenziell ist
(Weit et al., 2001), nimmt DAXX verschiedene andere Aufgaben wahr (Yang et al., 1997)
und ist dariiber hinaus an der DNA-Reparatur beteiligt (Gulve et al., 2022). Auf
transkriptionaler Ebene ldsst sich ebenfalls keine eindeutige Begriindung fiir die festgestellte
Korrelation finden. In Bezug auf den Transkriptionsfaktor p53 verhilt es sich z.B. so, dass
dieser an der Regulierung der BAX-Expression beteiligt ist (Miyashita et al., 1994) und auch
dessen Aktivitét steuert (Chipuk et al., 2004). DAXX wiederum senkt die Aktivitit von p53
(Zhao et al., 2004), was infolge in einer geringeren BAX-Expression und Aktivitdt
resultieren miisste. Jedoch gibt es auch Hinweise, dass DAXX auf proapoptotische Weise
mit p53 in Interaktion treten kann, wobei sich diese nicht auf die Expression von BAX
auszuwirken scheint (Li et al., 2007). In der Fachliteratur wurde die Korrelation zwischen
BAX und DAXX bisher noch nicht beschrieben. Berichte iiber die Effekte einer
medikamenteninduzierten Hemmung beider Faktoren auf die Apoptoseinduktion lassen sich

ebenfalls nicht identifizieren.

Ein zusétzliches Beispiel fiir eine positive Korrelation stellt das Zusammenspiel zwischen
den antiapoptotischen Faktoren MCL-1 und BCL-XL dar. Studien haben ergeben, dass das
gleichzeitige Targeting beider Faktoren die Apoptose in Tumorzellen deutlich verstarkt
(Weeden et al., 2018; Kehr et al., 2020). Ahnlich wie bei BAX und BID kénnte die

Korrelation durch gemeinsame Transkriptionsfaktoren erkldrt werden. Die Expression
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respektive Aktivierung von MCL-1 wird sowohl durch NF-xB (Liu et al., 2014) als auch
durch signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) (Bhattacharya et al., 2005)
vermittelt. Ahnlich verhilt es sich im Falle von BCL-XL (Lee et al., 2008).

In Summe zeigt sich, dass im UC nur wenige Korrelationen zwischen Apoptosefaktoren
feststellbar sind. Die Korrelationen, die vorhanden sind, unterliegen komplexen
Mechanismen, die es weiter zu erforschen und besser zu verstehen gilt. Einen moglichen

therapeutischen Angriffspunkt konnten gemeinsame Transkriptionsfaktoren darstellen.

5.2. EPIis verindern die Expression von Apoptosefaktoren im UC

5.2.1 EPIis und Apoptosefaktoren im UC: Zelllinienabhiingige Effekte

Ein bedeutendes Ziel dieser Arbeit war, die Effekte einer epigenetischen Behandlung auf die
Expression von Apoptosefaktoren im UC zu untersuchen und auf Basis der gewonnenen
Erkenntnisse ein eingehenderes Verstindnis dafiir zu entwickeln, wie EPIis im Kontext der
Apoptose wirken. Dazu wurden UCCs und die Kontroll-ZL HBLAK mit verschiedenen
EPIis behandelt und im Anschluss qRT-PCRs durchgefiihrt. Wie in Textpassage 4.2.1
dargestellt, wies der DNMTi Decitabin eine vorranging proapoptotische Wirkung auf, was
sich an der Expressionssteigerung proapoptotischer Faktoren zeigte, wihrend die Bildung
antiapoptotischer Modulatoren gesenkt wurde. Anders als Decitabin fithrten die HDACis
Romidepsin und Quisinostat eine gemischte Regulation herbei, im Rahmen derer es zu einer
Expressionssteigerung und -reduktion von sowohl pro- als auch antiapoptotischen Faktoren
kam. Im direkten Vergleich beider HDACis wies Quisinostat weniger stark ausgepriagte
Effekte auf die Genexpression auf als Romidepsin. Der BETi PLX51107 wies die grofBte
Variabilitdt aller untersuchten EPlis auf die Genexpression auf, wobei er tendenziell die
intrinsische Apoptose forderte. Dies wurde anhand der Induktion von proapototischem BAX
offenbar. Die Auswahl fiel auf die genannten EPlis, da sich diese in der Vergangenheit
bereits als wirksame Krebsmedikamente erwiesen hatten (Ueda et al., 1994; Arts et al., 2009;
Yu et al., 2018) oder in diesem Kontext als vielversprechend gelten (Erkes et al., 2019).
Einige Substanzen wurden bereits im UC untersucht, jedoch wurde ihr Einfluss auf die
Apoptoseregulation hiufig nicht ausreichend berticksichtigt (Li et al., 2016; Wu et al., 2019;
Thy et al., 2021).

Die divergierenden Effekte der EPIis auf die Expression von Apoptosefaktoren in UCCs
konnen sowohl auf molekularen Mechanismen beruhen als auch auf die zelluldre
Heterogenitit des UC zuriickgefiihrt werden. Einen wesentlichen Aspekt stellen dariiber

hinaus die Wirkmechanismen der EPIis dar, die sich teils deutlich unterscheiden. DNMTis
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entfalten ihre Wirkung durch die Reaktivierung von Genen, die zuvor durch
Hypermethylierung stumm geschaltet worden waren. Bei den stummgeschalteten Genen
kann es sich auch um proapoptotische Vertreter handeln (Sakai et al., 1991). Die Ergebnisse
in dieser Arbeit zeigen, dass der DNMTi Decitabin dariiber hinaus die Expression
antiapoptotischer Faktoren im UC fordert. Daraus ldsst sich ableiten, dass
Hypermethylierungsprozesse an der Expressionsregulation antiapoptotischer Faktoren im
UC beteiligt sind und nicht nur proapoptotische Proteine betreffen. Eine Schlussfolgerung,
die durch die Forschungsergebnisse von Grunewald et al. (2021) im UC gestiitzt wird. Die
in der Arbeit festgestellte zelllinienabhingige Wirkung von Decitabin konnte auf variierende
Methylierungsmuster zwischen den ZL zuriickzufiihren sein. Jene Vermutung wurde in der

Vergangenheit auch in anderen Tumorentititen bestitigt (Suzuki & Bird, 2008).

HDACis modifizieren das Chromatinmuster, indem sie Einfluss auf die Histonacetylierung
nehmen (Furumai et al., 2002; Arts et al., 2009). Verschiedene Studien deuten darauf hin,
dass HDAC:is die Expression proapoptotischer Faktoren verstirken, wéihrend die Bildung
antiapoptotischer Faktoren reduziert wird (Duan et al., 2005; Condorelli et al., 2008; Bolden
et al., 2013). Aus den Ausfithrungen unter Punkt 4.2.1 geht hervor, dass sich die genannten
Erkenntnisse nicht ohne Weiteres auf das UC iibertragen lassen. Vielmehr sind die Effekte
in UCCs heterogen: Romidepsin reduziert z.B. die Expression verschiedener
proapoptotischer Komponenten der intrinsischen und extrinsischen Apoptose, zu denen
Smac, Cytochrom c, Pro-Caspase 3 oder der Fas-Ligand zdhlen. Durch die verminderte
Expression proapoptotischer und die gesteigerte Expression antiapoptotischer Faktoren
konnte die zelltodinduzierende Wirkung von HDACis negativ beeinflusst werden. Abhilfe
stellt die Kombination von HDACis mit weiteren Medikamenten dar. Ramakrishnan et al.
(2019) weisen z.B. auf die Potenz einer Kombinationstherapie von Romidepsin mit MEK-
Inhibitoren (MEKis) oder BCL-2is im multiplen Myelom hin (Ramakrishnan et al., 2019).
Anhand verschiedener Tumorentitdten aullerhalb des UC konnte in der Vergangenheit
gezeigt werden, dass die Genexpression von Apoptosefaktoren in Abhédngigkeit von der ZL
und den spezifischen Faktoren durch Romidepsin (Paoluzzi et al., 2010; Cortiguera et al.,
2019) und Quisinostat (He et al., 2018; Bao et al., 2016) verdndert werden kann. Diese
Erkenntnis wurde auch schon im Zusammenhang mit dem UC gewonnen (Holscher et al.,
2018) und unterstreicht dessen molekulare Heterogenitit. Besagte Heterogenitét konnte eine
auf der Apoptose basierende Therapie des UC erschweren, da eine One-size-fits-all-Losung
nicht geeignet wire. Vielmehr scheint ein personalisierter Therapieansatz empfehlenswert.

Zwischen den HDACis Romidepsin und Quisinostat bestehen Potenzunterschiede, die

102



Diskussion

bereits anhand ihrer wirksamen Dosis offenbar werden. Wiahrend Romidepsin im
nanomolaren Bereich wirksam ist, wurde Quisinostat in dieser Arbeit im zweistelligen
mikromolaren Sektor eingesetzt, um einen ausreichenden Effekt zu erzielen. Die
Potenzunterschiede beider Substanzen sind vermutlich auf eine spezifischere Hemmung von
HDACI und 2 durch Romidepsin zuriickzufithren (Furumai et al., 2002). Beide HDACs
gehoren zur Klasse 1, deren besondere Bedeutung fiir die Tumorentstehung und das -
wachstum anhand von Abbildung 3 nachvollzogen werden kann. Die anderen HDAC-
Klassen, z.B. Klasse 2, sind hingegen weniger relevant (Glaser et al., 2003). Quisinostat wird
von Pharmaherstellern als pan-HDACi vertrieben (MedChemExpress), was ein breiteres
Wirkspektrum im Vergleich zu Romidepsin betont. Dies konnte zulasten der HDAC1 und
2-Inhibition gehen.

BETis, zu denen PLX51107 zdhlt, verhindern die Interaktion von Transkriptionsfaktoren mit
acetylierten Histonen und unterbinden auf diese Weise die Genaktivierung (Filippakopoulos
et al., 2010). PLX51107 ist ein weitgehend unerforschter BET1, der bisher nur in wenigen
Publikationen Beriicksichtigung fand. Eine im Maérz 2025 durchgefiihrte PubMed-
Recherche ergab lediglich 21 Treffer fiir PLX51107 (PubMed). Im UC ist die Datenlage
noch begrenzter. Die in der Arbeit ermittelte zelllinienspezifische Wirkung von PLX51107
in UCCs deutet auf das Vorliegen verschiedener, zelltypbezogener Signalwege hin, die
durch den BETi beeinflusst werden. Eine Publikation, die sich mit der Wirkung von
PLX51107 im UC befasst, berichtet von einer reduzierten BCL-2-Expression (Thy et al.,
2021). Die Verwendung von JQ1, einem BETi der ersten Stunde (Filippakopoulos et al.,
2010), resultierte im UC in der vermehrten Bildung von BCL-2, BCL-XL und BCL-XS,
wobei manche UCCs besonders empfindlich auf die Behandlung reagierten (Holscher et al.,
2018). Anhand beider Studien wird die Genexpressions-modifizierende Wirkung von BETis
betont und ldsst sich durch Arbeiten in verschiedenen weiteren Krebsentititen, wie
lymphatischen Tumoren (Cummin et al., 2020) oder dem malignen Melanom (Tiago et al.,
2020) ergéinzen. Vergleichbar mit JQ1 beeinflusst PLX51107 wahrscheinlich verschiedenste
Signaltransduktionswege, darunter die MAPK- oder PI3K/AKT-Signalwege. Daraus folgen
unterschiedliche Apoptose- oder Uberlebenssignale je nach genetischer und epigenetischer
Ausstattung der Zelle (Jiang et al., 2020). In bestimmten ZL konnten daher verstiarkte
proapoptotische Signale auftreten, wéhrend in anderen antiapoptotische Mechanismen

iiberwiegen.

Wie eingangs erwihnt, konnten unterschiedliche molekulare Mechanismen und deren

Verdnderungen Griinde fiir die variable Wirkung von EPIis im UC darstellen. Bei dem UC
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handelt es sich um eine sowohl in genetischer als auch epigenetischer Hinsicht heterogene
Tumorart (Robertson et al, 2017). Unterschiede in Methylierungs- und
Acetylierungsmustern sowie in der Expression von Apoptose-regulierenden Faktoren, wie
p53 (Berggren et al., 2001) oder Rb (Miyamoto et al., 1995), konnten die Empfindlichkeit
gegeniiber epigenetischen Modulatoren beeinflussen. So kdnnten Zellen moglicherweise auf
die Reaktivierung proapoptotischer Gene mit einer Hochregulation von Uberlebensfaktoren
reagieren, was die Effektivitit einer Therapie schmélern kdnnte. Dariiber hinaus interagieren
EPIis mit anderen Signalwegen, wie PI3K/AKT oder MAPK, was das Gesamtergebnis

beeinflussen kann.

Die getitigten Beobachtungen und Erlduterungen unterstreichen die Wichtigkeit einer
ganzheitlichen Betrachtungsweise des UC und seines zelluldren Kontextes. Nur auf diese
Weise ist das Treffen effektiver Therapieentscheidungen moglich, die im Idealfall einem
individualisierten Ansatz folgen sollten. UC mit hoher DNA-Methylierung kénnten auf
DNMTis besser ansprechen, wéihrend solche, die eine erhohte HDAC-Aktivitdt aufweisen,
sensibler auf HDACis reagieren wiirden. Wiahrend der Therapie sollte stets auf eine
mdgliche Uberexpression von antiapoptotischen Faktoren geachtet werden, um den

Therapieerfolg nicht zu gefdhrden.

5.2.2 Synergistische Effekte von PARPis und BETis auf die Expression von
Apoptosefaktoren im UC

In der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass die kombinierte Behandlung von UCCs
mit dem BETi PLX51107 sowie dem PARPi Olaparib iiberwiegend stirkere
Genexpressionsveranderungen der Apoptosefaktoren induzierte als die alleinige

Verwendung eines der Medikamente.

PARPis hemmen das Enzym PARP (Rouleau et al., 2010), das an der Reparatur von DNA-
Schéden, vornehmlich DSBs, beteiligt ist (Herceg & Wang, 2001) und dariiber hinaus auch
die Genexpression modulieren kann (Ke et al., 2019). PARPis wirken besonders effizient in
Krebserkrankungen, die mit Mutationen in DNA-Reparaturproteinen einhergehen. Diese
Mutationen kénnen z.B. breast cancer gene (BRCA) 1 oder 2 betreffen (Audeh et al., 2010),

sind im UC jedoch tendenziell selten nachweisbar (Mouw, 2017).

Verschiedene Studien haben sich bereits mit den Effekten einer Kombinationstherapie aus
BETis und PARPis in Krebserkrankungen auseinandergesetzt und berichteten von einem
unterstiitzenden Effekt auf die Zelltodinduktion. Zu den in dem Zusammenhang

untersuchten Tumorentitdten zdhlten das Ovarial-CA (Lui et al., 2020) sowie Brust- (Yang
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et al., 2017) oder Pankreaskrebs (Miller et al., 2019). Vorbestehende Forschungsergebnisse
legen nahe, dass die BETis-induzierte Sensibilisierung von Krebszellen gegeniiber PARPis
eine wichtige Grundlage des Synergismus darstellt (Yang et al., 2017; Thy et al., 2021). Auf
welcher Stufe der Sensibilisierungsprozess erfolgt, ist jedoch nicht abschlieBend geklért.
Eine Moglichkeit stellt die Ebene der Apoptosefaktoren dar, wie sich anhand von
Textabschnitt 4.2.4 zeigt: Die Kombination von PLX51107 und Olaparib fiihrte zu
zelllinien- und faktorabhéngigen Genexpressionsdnderungen in UCCs, die sowohl pro- als
auch antiapoptotische Faktoren betrafen. In manchen Fillen resultierte die Kombination im
Vergleich zur Einzelbehandlung in einer verstiarkten Expression antiapoptotischer Faktoren,
was aus krebstherapeutischer Sicht ungilinstig ist und gleichzeitig die Komplexitit der
zugrunde  liegenden = Mechanismen  betont.  Interessanterweise  fiihrte  die
Kombinationsbehandlung in LTTs stirkere Genexpressionsverdnderungen herbei als in den
parentalen ZL. Grund fiir diese Beobachtung konnte das vermehrte Aufkommen von
Mutationen in DNA-Reparaturgenen in LTTs sein, was sie empfanglicher flir eine
Behandlung mit PARPis macht. Tatsédchlich konnten Forscherlnnen in Cisplatin-resistenten
Zellen ein vermehrtes Vorkommen von Mutationen der DNA-Reparaturmaschinerie
nachweisen (Aebi et al., 1996). Gegen diesen Erkldrungsansatz spricht allerdings, dass die
Kombination aus einem BETi und einem PARPi auch in Tumoren mit intakter DNA-
Reparatur synergistisch wirkt (Yang et al., 2017; Karakashev et al., 2017; Mio et al., 2018).
Folglich gilt es andere Begriindungen auszuloten. Eine solche konnte sein, dass PARP1 nicht
nur an der DNA-Reparatur beteiligt ist, sondern auch an der Regulation der Genexpression
mitwirkt, indem es das aufspiralisierte Chromatin 6ffnet und so die Transkription ermdglicht
(Krishnakumar & Kraus, 2010). PARP1 wirkt dariiber hinaus an der Aktivierung von
Promotoren, Enhancern sowie verschiedener Transkriptionsfaktoren mit, zu denen NF«xB
(Hassa & Hottiger, 1999), Aktivator-Protein-1 (AP-1) (Andreone et al., 2003) und p53
(Gajewski & Hartwig, 2020) gehoren. Letzteres fungiert als bedeutender Regulator der
Expression verschiedener Mitglieder der BCL-2-Familie und fiihrt z.B. zu der vermehrten
Bildung von BAX (Basu & Haldar, 1998) oder BID (Sax et al., 2002). BETis vermogen die
Aktivierung von p53 zu unterstiitzen (Adams et al., 2018) und konnten auf diese Weise die

Genexpression noch einmal mehr steigern.

Die in der Arbeit gewonnenen Ergebnisse betonen den potenziellen Nutzen von
Kombinationstherapien im UC. Die Wechselwirkung zwischen PLX51107 und Olaparib
konnte UCCs empfindlicher fiir proapoptotische Stimuli machen, was im klinischen Setting

hilfreich wére. Ihre verstiarkte Wirkung in LTTs macht Hoffnung auf neue Therapieoptionen,
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da die Behandlung des chemotherapieresistenten UC derzeit noch eine grofle

Herausforderung darstellt.

5.3 HDAC:s induzieren Zelltod im UC

5.3.1 HDAC:is im UC: Multimechanistische Induktion von Apoptose und Nekrose

Die Effekte von HDACis auf molekularer Ebene sind vielféltig, komplex und daher teils
schwer greifbar. Um das errungene Wissen zu konkretisieren und herauszufinden, wie sich
die Verwendung von HDACis auf die Zelltodinduktion auswirkt, wurden die UCCs VM-
CUB-1 und UM-UC-3 sowie die Kontroll-ZL HBLAK mit Romidepsin und Quisinostat
behandelt und im Anschluss durchflusszytometrische Zelltod-Messungen durchgefiihrt. Es
stellte sich heraus, dass die Behandlung mit HDACis zu Zelltod in Form von Apoptose und
Nekrose fiithrte, wobei der nekrotische Anteil quantitativ iiberwog. Das Gros der Zellen blieb
nach der Behandlung vital. Die UCCs wiesen im Vergleich zur Kontrolle eine erhohte
Sensibilitit gegeniiber Romidepsin und Quisinostat auf, was auf eine selektive Wirkung von
HDAUCis in Krebszellen hindeutet. Darin konnte ein entscheidender Vorteil gegeniiber
herkdmmlichen Krebsmedikamenten, wie Cisplatin, bestehen, die auch gesundes Gewebe

schidigen.

Verschiedene Studien haben bereits auf die selektive Wirksamkeit von HDACis in
Krebszellen verwiesen, wihrend normales Gewebe nach einer Behandlung iiberwiegend
intakt blieb. Die vorhandenen Forschungen beziehen sich sowohl auf das UC (Hoffmann et
al., 2021; Paillas et al., 2020), als auch auf weitere Krebserkrankungen (Ueda et al., 1994;
Byrd et al., 1999). Forscherlnnen haben die vermehrte Expression von P-Glykoprotein (P-
gp) als einen Resistenzmechanismus gegen Romdepsin identifiziert (Robey et al., 2011). Es
besteht die Moglichkeit, dass HBLAK mehr P-gp exprimiert als die untersuchten UCCs, was
thm eine relative Resistenz gegeniiber HDACis verleiht. Paillas et al. (2020) zeigten, dass
Romidepsin in UCCs DNA-Schdaden hervorrief, wéhrend solche in gesundem
Harnblasengewebe nicht detektierbar waren (Paillas et al., 2020). Es besteht die Moglichkeit,
dass gesunde Zellen iiber eine intaktere DNA-Reparaturmaschinerie verfligen als
Krebszellen, wodurch sie in der Lage sind, Schiadigungen des Erbmaterials effektiver zu
korrigieren und dadurch vital zu bleiben. Dariiber hinaus konnte anhand von Kapitel 4.2
gezeigt werden, dass HDACis die Expression von Apoptosefaktoren in UCCs stirker
verinderten als in der Kontroll-ZLL. HBLAK, wodurch das Zellsterben nochmal stiarker

induziert werden konnte.
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Wie eingangs erwihnt, ergaben die eigenen Messungen, dass das Gros der Zellen nach einer
Behandlung mit HDAC:s lebendig blieb, wéihrend sich der iberwiegende Rest in Nekrose
oder dem Stadium der Spitapoptose wiederfand. Die Ergebnisse unterscheiden sich damit
von den Befunden von Hoélscher et al. (2018), nach denen Romidepsin in der UCC VM-
CUB-1 tiiberwiegend frithapoptotisches Zellsterben induzierte, wihrend nur wenige Zellen
durch Nekrose zugrunde gingen (Holscher et al., 2018). Die festgestellten Unterschiede
konnten auf unterschiedliche Behandlungszeiten und -dosierungen zuriickzufiihren sein.
Dass HDAC:is zu apoptotischem Zellsterben fiihren, {iberrascht nicht und zeigt sich auch
daran, dass sie z.B. die extrinsische Apoptose aktivieren, indem die Bildung von
Todesrezeptoren (Zhang & Zong, 2014) sowie deren Liganden (Nebbioso et al., 2004; Zhang
& Zong, 2014) gesteigert wird. Dartiber hinaus friggern HDACis die Bildung von ROS, die
wiederum Zellschdden induzieren und auf diesem Weg zur Apoptose fiihren (Mizutani et al.,
2010). HDAC:s stellen Zellgifte dar, was sich an ihrem umfangreichen Nebenwirkungsprofil
zeigt (Frye et al.,, 2012). Die bestehende Zytotoxizitit kann als Ausloser fiir Nekrose

betrachtet werden.

Die Beobachtung, dass das Gros der Zellen nach einer Behandlung mit HDAC:is vital bleibt,
konnte mit der vermehrten Expression ausgewdahlter antiapoptotischer Faktoren begriindet
werden (vgl. 4.2.1). Dariiber hinaus ist bekannt, dass HDACis im UC zu Zellzyklusarrest
fiihren, bevorzugt in der G2/M-Phase (Hoffmann et al., 2021), aber auch im Bereich der
G1/S-Transition, was sich an der erh6hten Expression des Zellzyklus-Inhibitors p21 zeigt
(Satyanarayana et al., 2008). Zellen, die sich in einem Zellzyklusarrest befinden, bleiben
vital und durchlaufen weder Apoptose noch Nekrose. Es ist jedoch wichtig zu betonen, dass
stets ein Zusammenspiel mehrerer Faktoren {liber Zelltod oder -liberleben entscheidet und
die im Verlauf des Textes genannten Aspekte lediglich als Beispiele fiir ein komplexeres

Gefiige im Hintergrund gewertet werden sollten.

5.3.2 Der kombinierte Knockdown von HDAC1 und 2 fiihrt zu Zelltod und DSBs im
uC

Im Anschluss an die Untersuchung der Folgen einer HDACis-Behandlung auf die
Zelltodform in UCCs, wurden die Experimente unter Verwendung von HDAC-spezifischer
siRNA wiederholt, um einen Wirkungsvergleich zwischen beiden Substanzgruppen zu
ermOglichen. Besonders relevant war in diesem Zusammenhang die Frage, ob die Hemmung
oder der Verlust einzelner HDAC-Proteine stirker zelltodinduzierend wirkt. Die Applikation
von siRNA resultierte in dem einzelnen Knockdown von HDACI, 2 oder 3 sowie in dem

kombinierten Knockdown von HDAC1 wund 2. Letzterer wies die stirkste
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zelltodinduzierende Wirkung auf. Romidepsin dhnelte in seiner Potenz dem kombinierten

Knockdown von HDACI1 und 2, wéihrend Quisinostat insgesamt weniger Zelltod ausloste.

Eine Behandlung mit HDAC-spezifischer siRNA reduziert die Bildung der targetierten
HDACSs, wobei eine vollstindige Expressions-Suppression nicht immer gewéhrleistet ist
(Elbashir et al., 2001). Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Behandlungen fiihrten
zu einer deutlichen Reduktion der HDAC-Expression in UCCs, ein vollstindiger
Proteinverlust war jedoch nicht zu verzeichnen. Das bedeutet, dass trotz suffizienter
Behandlung ein Teil der HDACs aktiv bleibt, wodurch die zum Zelltod fithrende Wirkung
von HDAC-siRNA geschmaélert wird. In Bezug auf HDAC:s gilt es zu erwéhnen, dass diese
neben der Hemmung von HDACs weitere, nicht-kanonische Wirkmechanismen aufweisen,
die die zelltodinduzierende Wirkung im Vergleich zu einem HDAC-Knockdown nochmals
verstirken konnte. Zu den nicht-kanonischen Effekten zdhlt u.a. die Induktion von
oxidativem Stress (Ruefli et al., 2001) oder von DNA-Schiaden (Rosato et al., 2010), die in
der Zusammenschau die Propaoptose fordern. Auffillig ist jedoch, dass Quisinostat gemél

4.3.1und 4.3.2 zu weniger Zelltod fiihrt als ein siRNA-vermittelter HDAC-Knockdown, was
darauf hindeutet, dass die erwihnten nicht-kanonischen Effekte von HDACis nicht dazu
fiihren, dass HDACis einem HDAC-Knockdown prinzipiell tiberlegen sind. Die geringere
Potenz von Quisinostat kdnnte damit zusammenhingen, dass HDACs trotz medikamentdser
Hemmung noch dazu in der Lage sind, an der Bildung von Multiprotein-Co-Repressor-
Komplexen mitzuwirken, die an der Steuerung der Genexpression beteiligt sind. Ein

vollstdndiger HDAC-Knockdown konnte diese Partizipation unterbinden.

Die in Textabschnitt 4.3.2 aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, dass der kombinierte Knockdown
von HDACI1 und 2 eine ausgeprédgte Zelltodinduktion in UCCs zur Folge hat, was die
Bedeutung genannter HDACs fiir das Uberleben und die Persistenz des UC hervorhebt. Die
Effizienz eines kombinierten Knockdowns von HDACI und 2 gegeniiber einem Einzel-
Knockdown auf die Zelltodinduktion wurde auch in anderen Krebsarten beschrieben. Dort
wurde beobachtet, dass der Knockdown einer einzelnen HDAC zu einer kompensatorischen
Uberexpression des jeweils anderen Isoenzyms fiihrte, was als ursichlich fiir die
beobachteten Potenzunterschiede angenommen wurde (Lagger et al., 2002; Lin et al., 2019).
Diese Annahme ldsst sich mdglicherweise auf das UC iibertragen und wurde in diesem
Kontext bereits von Pinkerneil et al. (2016) aufgegriffen. Die Forscherlnnen bestétigten die
Hypothese, indem sie zeigten, dass der gleichzeitige Knockdown von HDAC1 und 2 in UCCs
zu mehr Apoptose fiihrte als der Einzel-Knockdown. Auch in diesem Fall konnte eine

kompensatorische Uberexpression des jeweils anderen Isoenzyms beobachtet werden, wobei
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die Mehrexpression von HDAC2 weniger stark ausgeprdgt war als die von HDACI
(Pinkerneil et al., 2016). Dieser Umstand konnte eine Begriindung dafiir liefern, warum der
Knockdown von HDAC1 in den UCCs VM-CUB-1 und UM-UC-3 effektiver Zelltod
induzierte als der Knockdown von HDAC2. Die enge Verbindung von HDACI1 und 2 ist
nicht iiberraschend, schlieBlich weisen beide Enzyme nicht nur tiberlappende Funktionen auf
(Hontecillas-Prieto et al., 2020), sondern stellen Bestandteile derselben Multiprotein-Co-
Repressor-Komplexe dar (Kelly & Cowley, 2013). Besagte Komplexe spielen eine wichtige
Rolle fiir die Regulierung der DNA-Reparatur sowie der Apoptose (Smeenk et al., 2010) und

wirken zudem als Transkriptionsregulatoren (Konwar et al., 2022).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die kombinierte Inhibition von HDACI und 2
Potenzial fiir die suffiziente Therapie des UC hat und weiter erforscht werden sollte. Die
Hemmung kann durch die Verwendung von siRNA oder Inhibitoren, wie Romidepsin,
erfolgen. In dem Zusammenhang ist es jedoch wichtig herauszustellen, dass sich nicht jeder
Inhibitor gleichermallen fiir die Therapie des UC eignet, wie am Beispiel von Quisinostat

deutlich wird.

5.4 Kombinationsbehandlungen von HDACis und BCL-2is im UC

5.4.1 Synergistische Effekte der HDACis- und Venetoclax-Kombination

Anhand von Kapitel 4.2 konnte gezeigt werden, dass die Verwendung der HDACis
Romidepsin und Quisinostat im UC in einer vermehrten Expression antiapoptotischer
Faktoren, darunter BCL-2, resultieren kann. Da dieser Umstand die Apoptose fordernde
Wirkung von HDAC:s einschrinkt, sollte der Effekt einer Kombinationsbehandlung aus
HDACis mit dem BCL-21 Venetoclax ndher untersucht werden. Die
Kombinationsbehandlung zeigte eine dosis- sowie zelllinienabhdngige Wirkung. Die
Kombination aus Romidepsun mit Venetoclax wies in geringen Dosen einen synergistischen
Effekt auf, der spéter in einen Antagonismus miindete. Das Zusammenspiel von Quisinostat

mit Venetoclax war von Beginn an antagonistischer Natur.

Verschiedene Studien haben sich bereits mit dem Effekt einer Kombinationsbehandlung aus
HDACis mit BCL-2is, wie Obatoclax oder befasst, darunter sowohl in soliden Tumoren wie
dem Glioblastom (Pont et al., 2014) als auch in Lymphomen (Xargay-Torrent et al., 2011).
In beiden Tumorarten wurde ein iiberwiegend synergistischer Effekt beobachtet (Pont et al.,
2014; Xargay-Torrent et al., 2011), der im Falle des CTCL aber erst bei hoheren Dosierungen
auftrat (Cyrenne et al., 2017).
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Neben den Effekten von Romidepsin auf die Expression von Apoptoseregulatoren ist
denkbar, dass weitere Mechanismen fiir die synergistische Wirkung ursédchlich sind. So
stellten Cyrenne et al. (2017) fest, dass die Kombination von Romidepsin mit Venetoclax zu
einer starkeren Caspase-Aktivierung fiihrte als dies eine Einzeltherapie tat (Cyrenne et al.,

2017).

Neben synergistischen Aspekten beobachteten wir auch antagonistische Elemente, die auf
zelluldire Abwehrmechanismen gegen den Zelltod zuriickzufiihren sein koénnten. Weitere

Untersuchungen sind notwendig, um die zugrunde liegenden Mechanismen zu verstehen.

5.4.2 Die begrenzte Anwendbarkeit von Navitoclax im UC

Im Zuge der IC50-Bestimmung von Navitoclax in UCCs und der Kontroll-ZL HBLAK
stellte sich heraus, dass die UCCs wenig sensitiv auf eine Behandlung mit Navitoclax
reagierten, wihrend das Medikament in der Kontroll-ZL bereits in geringen Dosen starkes

Zellsterben induzierte.

Bei Navitoclax handelt es sich um eine Substanz, die zu einer Hemmung der
antiapoptotischen Faktoren BCL-2, BCL-XL sowie BCL-W fiihrt (Tse et al., 2008) und den
Vorldufer von Venetoclax darstellt (Souers et al., 2013). Studien haben gezeigt, dass sich die
Navitoclax-Sensitivitdt in Abhédngigkeit von der betrachteten Krebsentitit unterscheidet.
Wiéhrend maligne hématologische Erkrankungen iiberwiegend empfindlich auf eine
Behandlung mit Navitoclax reagieren, stellt sich dies bei soliden Tumoren anders dar (Tse
et al., 2008). Da das UC den soliden Tumoren zuzurechnen ist, ist es nachvollziehbar, dass
die in der Arbeit generierten Daten hohe IC50-Werte fiir Navitoclax ergaben und damit auf
eine reduzierte Sensitivitdt gegeniiber der Substanz hindeuten. Diese Sensitivitdtsreduktion
ist moglicherweise auf Verdnderungen in der Genexpression von Apoptosefaktoren
zuriickzufiihren. In Studien konnte gezeigt werden, dass die vermehrte Expression von BCL-
2 und BCL-XL Zellen fiir Navitoclax sensibilisierte, wahrend MCL-1 sowie ein Mangel der
proapoptotischen Faktoren BAX und BAK das Auftreten einer Navitoclax-Resistenz
begiinstigten (Tse et al., 2008). Zusétzlich hemmt Navitoclax BCL-2, BCL-XL und BCL-W
unterschiedlich stark, wobei die Hemmung von BCL-2 von besonderer Relevanz zu sein
scheint (Rooswinkel et al., 2012). Der Human Protein Atlas zeigt, dass normale Blasen-ZL
mehr BCL-2 und BCL-XL exprimieren als UCCs (Human Protein Atlas). Dies kdnnte ein

Erkliarungsansatz fiir die gesteigerte Sensitivitdt von HBLAK gegeniiber Navitoclax sein.

Die Ergebnisse legen nahe, dass sich Navitoclax nicht fiir die Behandlung des UC eignet.

Dies ist vorrangig auf die ausgeprégte Toxizitdt gegeniiber der normalen Blasen-ZL HBLAK
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zuriickzufiihren, bei gleichzeitiger relativer Unempfindlichkeit der UCCs. Zudem kann die
Anwendung von Navitoclax zu einem Blutpliattchenmangel fiihren (Rudin et al., 2012), was
die Substanz fiir den klinischen Gebrauch zusétzlich unattraktiv macht. Zukiinftig sollten
weitere benigne Zellarten auf ihre Sensitivitidt gegeniiber Inhibitoren der BCL-Familie

untersucht werden.
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