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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Das hepatozellulare Karzinom ist weltweit gesehen die sechsthaufigste Krebsneuerkrankung
und die dritthaufigste Krebstodesursache. Im Vergleich dazu ist die Inzidenz in Deutschland
gegenwartig geringer, jedoch ist von einer Zunahme in Folge von Hyperalimentation und der
damit verbundenen nicht-alkoholischen Steatohepatitis auszugehen. Trotz einiger
therapeutischer Fortschritte in den letzten Jahren ist die Prognose insgesamt schlecht, was
nicht zuletzt auf eine spate Diagnose in fortgeschrittenen Stadien zurlickzufihren ist. In diesen
Stadien erhalten die Patienten vor allem systemische Therapeutika, wie Chemotherapeutika
und Multityrosinkinaseinhibitoren da chirurgisch-interventionelle Verfahren i.d.R. nicht mehr in
Frage kommen. Die Entwicklung neuer Pharmakotherapien ist daher essentiell, um das

Uberleben auch in fortgeschrittenen Tumorstadien zu verbessern.

Die lysinspezifische-Demethylase 1 (LSD1) entfernt Methylgruppen des Lysin 4 und 9 des
Histon H3. Je nach Lysin und rekrutierten Co-Faktor kann dadurch eine Hochregulierung oder
Repression bestimmter = Gene  bedingt werden, was zu  weitreichenden
Expressionsveranderungen der Zelle fiihrt. Aktuelle Studien konnten eine Uberexpression von
LSD1 ist zahlreichen onkologischen Erkrankungen, wie Lungenkrebs oder dem
hepatozellularem Karzinom belegen. Dies hat dazu gefihrt, dass in den letzten Jahren
zahlreiche pharmakologische Inhibitoren entwickelt wurden, wobei der C12-Inhibitor von

Sorna et al. als besonders spezifisch und effektiv hervorgegangen ist.

In Rahmen unserer Studie haben wir untersucht welche Effekte die pharmakologische LSD1-
Hemmung mittels C12 in Krebszellen mit Fokus auf das HCC hat. Dazu haben wir Proben
unter LSD1-Inhibierung sowie Kontrollproben RNA-sequenziert, wobei hier weitreichende
Veranderungen des Transkriptoms zu beobachten waren. Eine bioinformatische
Untersuchung der alterierten Gennetzwerke hat hierbei umfangreiche Veranderungen
metabolischer  Signalwege in HCC-, sowie Lungenadenokarzinom- und
Zervixkarzinomzelllinien ergeben. Insbesondere kam es zu einer transkriptionellen Repression
zahlreicher Gene die fur Untereinheiten des Komplex | der mitochondrialen Atmungskette
codieren, sowie zu einer Expressionszunahme von mitophagieassoziierten Genen, die auch
mittels gPCR  validiet werden konnten. Funktionelle  mikroskopische und
durchflusszytometrische Analysen haben zudem eine Reduktion des mitochondrialen
Membranpotentials belegt und somit eine funktionelle Einschrankung suggeriert. Diese wurde
mit Hilfe des ,Seahorse XFe96-Device®, weiter untersucht, wobei hier gezeigt werden konnte,
dass Zellen unter LSD1-Hemmung eine geringeren basalen Sauerstoffverbrauch, als
Ausdruck der basalen mitochondrialen Aktivitat, aufweisen. Weiterhin zeigte sich eine deutlich

reduzierte ATP-Produktion, maximale Respiration und Reservekapazitat. Aullerdem konnten
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1. Zusammenfassung

in ultrastrukturellen Analysen der Mitochondrien deutliche morphologische Zeichen der
Schéadigung, wie eine verminderte Dichte, Verlust der Cristae und ein Odem beobachtet

werden.

AbschlieRend hat die durchgeflihrte Arbeit bewiesen, dass die pharmakologische LSD1-
Hemmung in Krebszellen, insbesondere Hepatomazelllinien, zu einer Einschrankung der
mitochondrialen Respiration, mit der Folge eines dysregulierten Energiehaushalts fuhrt. Es ist
anzunehmen, dass die LSD1-Hemmung neben den belegten Effekten auf den Zellzyklus auch
uber eine ATP-Depletion, verminderte ,metabolische Fitness® und eine verringerte
metabolischen Plastizitdt das Wachstum und die Proliferation von Krebszellen hemmt.

Ob die Effekte direkte Konsequenzen einer LSD1-vermittelten Expressionsregulation sind
oder ob indirekte Effekte und veranderte Protein-Protein-Interaktionen auschlaggebend sind

ist bisher nicht abschlieend geklart und Gegenstand weiterer Forschungsarbeiten.
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2. Einleitung

2. Einleitung

2.1 Das hepatozellulare Karzinom

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist der haufigste primare, maligne Lebertumor und Iasst
sich gemall der Tumorklassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) in mehrere
Subtypen, wie z.B. das fibrolamellére oder trabekulédre HCC, unterteilen®®. Die Leberzirrhose
ist der bedeutendste Risikofaktor fur die Entstehung des Tumors, wobei &tiologisch
Virushepatitiden und eine &thyltoxische Genese im Vordergrund stehen®*. Aktuell gewinnt
auch, insbesondere in Industrienationen, die nicht-alkoholische Steatohepatitis in Folge von

Ubergewicht und Diabetes mellitus Typ Il an Bedeutung®*.

2.1.1 Epidemiologie

In Deutschland tritt das hepatozelluldre Karzinom eher selten auf (Abb. 1)'. Die Anzahl an
Neuerkrankung betrug 2018 etwa 9500 Falle, wobei der GroRteil auf Manner entfallt®. Trotz
der vergleichsweisen geringen Inzidenz, weist der Tumor eine hohe Mortalitat mit circa 8000
Todesféllen pro Jahr auf und ist damit die siebthaufigste Krebstodesursache in Deutschland®®.

Es wird mit einer deutlichen Zunahme der Inzidenz in den nachsten Jahren gerechnet®’.

Brustrise Prosaa
26,59 Darm Lung. )
Lunge Darm
Malignes Hautmelanom Harnblase

Gebarmutterkorper
Bauchspeicheldriise
Non-Hodgkin-Lymphom

Malignes Hautmelanom
Non-Hodgkin-Lymphom m
Mundhéhle u. Rachen W

Eierstdcke Magen
5.870 - Leukidmien Bauchspeicheldriise m
6.030 - Magen Niere
5.170 [ Niere Leukamien
5.040 [l Schilddriise Leber [l s.0¢
4.640 . Harnblase Speiserdhre - 5.440

4.500 . Mundhéhle u. Rachen Hoden . 4.060

4340 . Gebarmutterhals Zentrales Nervensystem .34940

Abbildung 1: Bundesweite Inzidenz von Krebserkrankungen nach Geschlecht in Deutschland’

Dargestellt wird die, nach Geschlechtern aufgetrennte, Anzahl bundesweiter Krebsneuerkrankungen in
Deutschland fir das Jahr 2017. In der Gruppe der Manner wurden 6 040 Leberkrebserkrankungen
gefasst, bei den Frauen fallt diese Erkrankung nicht in die Gruppe der haufigsten
Krebsneuerkrankungen (Abbildung nach Gurung-Schonfeld I., 2021)*.
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2. Einleitung

Im weltweiten Vergleich ist die Inzidenz des HCC deutlich héher als in Deutschland und liegt,
Stand 2020, mit Gber 900 000 neuen Fallen auf Platz sechs der Krebsneuerkrankungen (Abb.
2A)%°. Aus globaler Sicht ist das HCC die dritthaufigste Krebstodesursache und fiir 8,3 % der

krebsassoziierten Todesfalle verantwortlich (Abb. 2B)®*.

A Estimated number of new cases in 2020, World, both sexes, all ages B Estimated number of deaths in 2020, World, both sexes, all ages

Breast
2 261419 (11.7%)

Lung
1796 144 (18%)

2206 771 (11.4%)
Other cancers
3932 768 (39.5%)

Colorectum
935 173 (9.4%)

Colorectum
1 931590 (10%)
Liver
Prostate 830 180 (8.3%)
1414 259 (7.3%)
Stomach
1089 103 (5.6%) Pancreas Stomach
466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)
Cervix uteri Liver

604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%) Oesophagus Breast
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Other cancers
8879 843 (46%)

Total : 19 292 789 Total : 9 958 133

Abbildung 2: Weltweite Epidemiologie der haufigsten Krebserkrankungen fiir alle Geschlechter

(A) Darstellung der geschatzten Anzahl weltweiter Krebsneuerkrankungen bezogen auf beide
Geschlechter und alle Altersgruppen fir das Jahr 2020. (B) Geschatzte Anzahl von weltweiten
krebsassoziierten Todesfallen fir beide Geschlechter und alle Altersgruppen fiir das Jahr 2020
(Abbildung generiert mittels GLOBOCAN 2020 database, Ferlay J. et al., 2020)%1°

2.1.2 Behandlung

Die Therapie des hepatozellularen Karzinoms erfolgt stadienabhangig, wobei der bereits 1999
vorgestellte und mehrfach validierte ,Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) — ,Staging Score*
verwendet wird*'"2. Ausschlaggebend fiir Einordnung der Patienten in die mittlerweile fiinf
Stadien sind die Tumorlast, die Leberfunktion und der Allgemeinzustand des Patientien'"'*",
Gemal aktuellen Leitlinien und Empfehlungen werden in den friihen bis intermediaren Stadien
eine Resektion, ablative Verfahren oder die Lebertransplantation empfohlen. In den
fortgeschrittenen Fallen kommen systemische Therapien, wie die Kombination einer
Immuncheckpoint-Blockade mit einer antiangiogenetischen Therapie oder eine Behandlung
mit Multityrosinkinaseinhibitoren, wie Sorafenib in Frage*”'214,

Trotz einiger Fortschritte hinsichtlich der Therapie ist das HCC global gesehen mit einer
schlechten Prognose und einer hohen Mortalitit assoziiert®®. Wie epidemiologische Daten aus
Deutschland belegen werden die meisten Patienten erst in fortgeschrittenen Tumorstadien

diagnostiziert, was maRgeblich zur schlechten Prognose beitragt®.
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2. Einleitung

2.1.3 Molekulare Pathophysiologie des Hepatozellularen Karzinoms

Aktuelle Studien weisen darauf hin, dass die Entstehung der meisten HCC ein sequenzieller
Prozess ist, welcher mit der Zirrhose startet und Uber ,low“- und ,high-grade dysplastische
Knoten schlieRlich im hepatozelluldrem Karzinom miindet’'®. Wahrend der Karzinogenese
kommt es zu einer Akkumulation von somatischen Mutationen in der Lasion. Genetische
Untersuchungen konnten hierbei herausarbeiten, dass insbesondere Mutationen im TERT-
Promotor, gefolgt von TP53- und CTNNB1-Mutationen die haufigsten somatischen
Genalterationen im HCC sind "'6-8,

Neben den genetischen Veranderungen im HCC, werden auch zunehmend epigenetische
Alterationen beschrieben, die das Transkriptom der Zellen beeinflussen kénnen'®?. Diese
Veranderungen werden einerseits durch Mutationen epigenetischer Faktoren (z.B.
ARID1A)'®"8  andererseits aber auch durch Expressionsverdnderungen dieser Faktoren
bedingt'®?°. Folgen in der Krebszelle sind eine veranderte DNA-Methylierung, abweichende
Histonmodifikationen und daraus resultierende weitreichende Expressionsveranderungen

deren Auswirkung man gerade erst zu verstehen beginnt'®.

2.2 Epigenetik in Krebserkrankungen

Die Epigenetik befasst sich im Wesentlichen mit Prozessen der Genexpression die nicht durch
Veranderungen der Desoxyribonucleinsauresequenz (DNA) hervorgerufen werden?'. Hierbei
spielen insbesondere die direkte Methylierung der DNA, Histonmodifikationen und nicht-
codierende Ribonucleinsduren (RNA) eine wichtige Rolle?. Die Folgen sind eine veranderte

Transkriptionsregulation, eine Veranderung der RNA-Prozessierung und der RNA-Stabilitat?"

23

Die Forschung der letzten Dekaden hat gezeigt, dass epigenetische Modifikationen nicht nur
im Rahmen physiologsicher Regulationsprozesse notwendig sind, sondern dass sie auch bei
Krebserkrankungen eine entscheidende Rolle spielen?'?*. Es konnte gezeigt werden, dass
sich das Epigenom in Krebszellen deutlich von dem nicht-transformierter Zellen
unterscheidet?'?>%, Konsequenzen dieser ,epigenetischen Umprogrammierung“ kénnen z.B.
die Repression bestimmter Tumorsuppressorgene, wie CDKN2A, oder die Aktivierung von
Onkogenen sein, die zur malignen Transformation beitragen®'%.

Insbesondere sind hierbei die Histonmodifikationen ein vielschichtiger und komplexer Prozess,
der von zahlreichen Faktoren beeinflusst wird #?°. Je nach Histonrest und Faktor kdnnen

21,25 In

Histone (de-)acetyliert, (de-)methyliert oder (de-)phosphoryliert werden
Zusammenarbeit mit anderen Proteinen bilden die epigenetischen Faktoren Gbergeordnete

Komplexe, wie den Polycomb-Repressor- oder den CoREST-Komplex, die eine tragende

13



2. Einleitung

Rolle bei der ,epigenetischen Umprogrammierung® in verschiedenen Krebserkrankungen
spielen?*?’. Neben genomischen Alterationen gewinnen daher epigenetische Faktoren als
Ziele innovativer Therapiestrategien an Bedeutung. So haben zahlreiche Studien die
Uberexpression  der lysinspezifischen Demethylase 1 (LSD1) in zahlreichen

Krebserkrankungen nachgewiesen?%32,

2.2.1 Die Lysin-Spezifische Demethylase 1 (LSD1)

LSD1 wurde 2004 entdeckt und ist die erste beschriebene Histondemethylase, die zu der
Familie der Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD)-abhéngigen Aminooxidasen gezahlt wird*®. Das
Protein besteht aus 852 Aminosauren und bildet drei verschiedene strukturelle/funktionelle
Domanen aus: Die N-terminale ,SWIRM“-Domane, die ,Tower‘-Domane und die katalytisch

aktive Aminooxidase-Doméne (Abb. 3A u. B)***.

A

1 166 260 271 415 515

| |SWIRM | IAOD I TD | AOD

Domains of LSD1

LSD1 LSD1 l
G 'H3K9me2/1 l

ii H3Kdme2/1

LSD1 ipti LSD1 i pp!

Abbildung 3: Struktur und Funktion von LSD1

(A) Schematische Darstellung des LSD1-Aufbaus und der verschiedenen Doméanen. (B)
Dreidimensionale Proteinstruktur mit Bindung des Co-Faktors FAD. (C) Schematische Darstellung. Der
LSD1-vermittelten transkriptionellen Regulation Uber die Demethylierung von H3K9me2/1 und
H3K4me2/1 (Abbildung nach Yang et al., 2022)3¢

Sie kann spezifisch an mono- und dimethylierte Lysinresiduen von Histon 3 (H3K4me1/2;
H3K9me1/2) binden, Uber eine Oxidationsreaktion die Methylreste entfernen und so zu einer
transkriptionellen Regulation fihren®3*3". Hierbei vermittelt die Aktivitit von LSD1 an
H3K4me1/2 eine Repression, wahrend die Demethylaseaktivitdt an H3K9me1/2, in
Zusammenschluss mit weiteren Faktoren, eine transkriptionelle Aktivierung bedingt (Abb.
3C)*337. Weiterhin konnten aktuelle Arbeiten belegen, dass LSD1 nicht nur lber direkte
Histonmodifikationen die Genexpression reguliert, sondern auch Uber die Demethylierung
weiterer Proteine, wie z.B. die DNA-Methyltransferase 1 (DNMT1) oder TP53%*34°_ Neben der
katalytischen Aktivitat spielen auch, tUber die ,Tower“-Domane vermittelte, Protein-Protein-
Interaktionen eine wesentliche Rolle*'. Es gibt sogar erste Hinweise darauf, dass die
Interaktionen mit Cofaktoren flr die Expressionsregulation wichtiger sind, als die direkte

Demethylierung von Histonen und anderen Proteinen*'.
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2.2.2 LSD1-Effekte

Im physiologischen Kontext spielt LSD1 insbesondere im Rahmen der Embryonalentwicklung,
bzw. bei der Differenzierung verschiedener Gewebe eine wichtige Rolle®®. LSD1 ist hierbei so
essentiell, dass ein ,knock-out* letal verlauft®*. Es konnte zudem gezeigt werden, dass es
direkt und indirekt bestimmte Stoffwechselgene reguliert, umfassende Veranderungen des
Zellmetabolismus hervorrufen kann und ein zentraler Faktor im Rahmen der Adipogenese
sowie Thermogenese ist>>®’.

Neben den physiologischen Aspekten, hat LSD1 auch in der Pathogenese zahlreicher
Erkrankungen eine Bedeutung®*®®. Insbesondere konnte in verschiedenen hamatologischen
und soliden Neoplasien, wie dem Lungen-, Mamma- und hepatozellularen Karzinom eine

Uberexpression nachgewiesen werden®32%° wodurch es ein attraktives Ziel der

pharmakologischen Therapie onkologischer Erkrankungen geworden ist®°0°",

2.2.3 Pharmakologische LSD1-Inhibierung

Um den Effekt und potentiellen Nutzen der LSD1-Hemmung in onkologischen Erkrankungen
zu untersuchen, wurde in den letzten Jahren eine Reihe verschiedener pharmakologischer
Inhibitoren erprobt. Da LSD1 eine Aminooxidase-Domane aufweist®®, hat man zunachst
klinisch etablierte Monoaminoxidase(MAO)-Inhibitoren und deren Derivate getestet***.
Wahrend in hamatologischen Neoplasien und dem kleinzelligen Bronchialkarzinom eine
verminderte Proliferation beobachtet wurde, konnte in den anderen getesteten Entitaten kein
uberzeugender Effekt auf das Krebszellwachstum und die Proliferation nachgewiesen

werden*?45,

In einem umfassenden ,Screening“-Verfahren hat man eine neue Gruppe von LSD1-
Inhibitoren entdeckt: Die N'(-1-Phenylethyliden) - benzohydrazide, mit dem "Compound® 12
(C12, Synonym HCI-2509) als Leitsubstanz*®. Hierbei handelt es sich um einen reversiblen
und spezifischen ,small-molecule®- Inhibitor, der in Studien Uberzeugende antineoplastische
Effekte in zahlreichen Tumoren, wie dem Lungen-, Prostata- und Endometriumkarzinom
zeigen konnte*>4749,

Aufgrund der positiven Resultate in praklinischen Untersuchungen, wird der Effekt
verschiedener Inhibitoren, meist in Kombinationen mit anderen Therapeutika, aktuell in

klinischen Studien tberprift®®°2,
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2.3 Zielsetzung

Das hepatozelluldre Karzinom (HCC) ist eine haufige Krebsneuerkrankung, die mit einer
steigenden Inzidenz und einer besonders hohen Mortalitat verbunden ist. Insbesondere die
Tatsache, dass viele Patienten erst in spaten Erkrankungsstadien diagnostiziert werden, tragt
zu der schlechten Prognose bei und unterstreicht wie wichtig die Entwicklung neuer
Therapieansatze ist.

Zielsetzung der vorgestellten Arbeit war es zu untersuchen, welchen Einfluss die
pharmakologische LSD1-Hemmung auf Krebszellen, mit Fokus auf das hepatozellulare
Karzinom, hat. Flr den Ansatz standen die Hepatoma Zellen Huh7, Hep3B und HepG2 zur
Verfuigung. Fir die pharmakologische Hemmung von LSD1 sollte der reversible Inhibitor C12
herangezogen werden.

Da LSD1 mittels Demethylierung weitreichende epigenetische Veranderungen hervorruft,
sollte zunachst ermittelt werden, wie sich die Hemmung auf das Transkriptom der Zellen
auswirkt. Hierzu wurden vorliegende RNA-Sequenzierungs-Daten verschiedener
Krebszelllinien ausgewertet. Mittels bioinformatischer Methoden sollte  hierbei
herausgearbeitet werden, ob bestimmte Signalwege der Zellen unter LSD1-Hemmung
signifikanten Anderungen unterliegen. In Abhangigkeit der Resultate war es das
weiterflUhrende Ziel der Studie, die funktionellen Auswirkungen auf die Krebszellen mit

laborexperimentellen Methoden zu untersuchen.
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3. Material und Methoden

Im Folgenden Kapitel findet sich eine Auflistung der, im Rahmen der vorgestellten Dissertation

verwendeten, Materialen, sowie eine Beschreibung der angewandten Methoden.

3.1 Material

Folgende Materialen wurden in der vorgelegten Arbeit verwendet:

3.1.1 Gerate

Die nachfolgend aufgelisteten Gerate wurden fir die Durchfihrung und/oder Auswertung der

durchgeflihrten Experimente benutzt.

Tabelle 1: Gerate

Gerat

Hersteller

BD FACS Verse Flow Cytometer

BD Bioscience, San Jose, US

Biometra T3000 Thermocycler

Biometra GmbH, Géttingen, DE

Biozym Sprout Minizentrifuge

Biozym, Hessisch Oldendorf, DE

C1000 Thermal Cycler

Bio-Rad, Minchen, DE

Centrifuge 5424R

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Centrifuge 5804

Eppendorf AG, Hamburg, DE

CFX 96 Real Time System

Bio-Rad, Minchen, DE

Fluostar Optima

BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, DE

GPR-Zentrifuge

Beckman Coulter GmbH, Krefeld, DE

Heraeus Pico 17 Zentrifuge

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

JEM 2100 Plus Elektronenmikroskop

Joel, Akashima, JP

Leica EM UC7 Ultramikrotom

Leica Microsystems, Wetzlar, DE

NanoDrop 1000 Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Nikon Eclipse TE300 Inverted Microscope

Nikon Corporation, Tokyo, JP

Seahorse XFe96 Analyzer

Agilent Technologies, Santa Clara, US

TCS SP8 Konfokales Mikroskop

Leica Microsystems, Wetzlar, DE

Vortex Genie

Scientific Industries Inc., Bohemia, US

3.1.2 Software

Die unten aufgefiihrte Software wurde im Rahmen der Promotionsarbeit verwendet.
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Tabelle 2: Software

Methode Software Herausgeber
Bildanalyse Cell*P Olympus, Shinjuku, JPN
ImagedJ open source
(https://imagej.nih.gov/ij/download.html)
LAS X Leica Microsystems, Wetzlar, DE
cDNA Synthese NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, US
Version 3.7.1
Durchflusszytometrie | BD FACSuite BD Bioscience, San Jose, US
Software

Primer-Design

Universal Probe
Library Assay Design

Center

Roche, Basel, CH

Primer-Basic Local
Alignment Search
Tool (Primer-BLAST)

National Center for Biotechnology

Information, Bethesda, US

gPCR

Bio-Rad CFX

Maestro

Bio-Rad, Minchen, DE

RNA-Sequenzierung

Integrative Genomics

Broad Institute, Cambridge, US

Viewer

Seahorse XFe96 Seahorse Wave Agilent Technologies, Santa Clara, US
Desktop

Sonstiges Microsoft Excel 2016 | Microsoft, Redmond, US

GraphPad Prism

GraphPad Software, San Diego, US

R4.1.0

R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, AU
URL https://www.R-project.org/.

R Studio Version R Studio: Integrated Development
1.41717 Environment for R. RStudio, PBC, Boston,
us
URL http://www.rstudio.com/
ggplot2 Springer-Verlag New York, US

Adobe lllustrator
2021

Adobe Inc., San Jose, US
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3.1.3 Kits und Assays

Die im Rahmen der vorgestellten Arbeit verwendeten Kits und Assays sind in der folgenden

Tabelle aufgelistet.

Tabelle 3: Kits und Assays

Methode Kit/Assay Herausgeber
Proteinbestimmung | Pierce Protein BCA Assay Kit | Thermo Fisher Scientific,
Waltham, US
Pierce Comassie (Bradford) Thermo Fisher Scientific,
Protein-Assay-Kit Waltham, US

cDNA-Synthese

TagMan Micro RNA Reverse
Transcription Kit

Applied Biosystems, Forster
City, US

gPCR

GoTaqg gPCR Master Mix

Promega, Madison, US

Seahorse XFe96

Seahorse XF Cell Mito Stress
Test Kit

Agilent Technologies, Santa
Clara, US

3.1.4 Reagenzien und Chemikalien

In der folgenden Tabelle werde die, flr die Durchfihrung der Experimente benétigten,

Reagenzien und Chemikalien tabellarisch aufgefuhrt.

Tabelle 4: Reagenzien und Chemikalien

Methode

Reagenz

Herausgeber

Elektronenmikroskopie

Glutaraldehyd 2,5 %

Herstellung laborintern

Farbungen

Carbonylcyanid-m-

Sigma-Aldrich, St. Louis,

chlorphenylhydrazon (CCCP) us

JC1

Invitrogen, Carlsbad, US

Mitochondrial Staining Kit - NIR | Abcam, Cambridge, UK
Fluorescence - Cytopainter

(ab176747)

Phalloidin Atto 488 Sigma-Aldrich, St. Louis,
us

Roti-Mount FluorCare DAPI Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, DE

methylester

Tetramethylrhodamin-

Invitrogen, Carlsbad, US

Immunfluoreszenz

Gelatin from cold water fish skin | Sigma-Aldrich, St. Louis,

us

Paraformaldehyd

SERVA Electrophoresis
GmbH, Heidelberg, DE

Poly-D-Lysin Sigma-Aldrich, St. Louis,
us

Triton X 100 Merck, KGgA, Darmstadt,
DE
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LSD1 Hemmung HCI-2509 Xcess Bioscience Inc,
Chicago, US
RNA-Isolierung Chloroform Merck KGgA, Darmstadt,

DE

Ethanol (EtOH)

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, DE

GlycoBlue Coprecipitant (15

Invitrogen, Carlsbad, US

mg/mL)

Isopropanol Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, DE

TRI Reagent Sigma-Aldrich, St. Louis,

us

Seahorse XFe96 Agilent Seahorse XF Calibrant Agilent Technologies, Santa

Clara, US

Seahorse XF DMEM, pH 7,4 Agilent Technologies, Santa
Clara, US

Seahorse XF Glucose (1,0 M Agilent Technologies, Santa

solution) Clara, US

Seahorse XF L-Glutamine Agilent Technologies, Santa

(200mM) Clara, US

Seahorse XF Pyruvate (100 mM | Agilent Technologies, Santa

solution) Clara, US

Coomassie Protein Reagent Thermo Fisher Scientific,
Waltham, US

Zellkultur Dulbecco’s Modified Eagle Thermo Fisher Scientific,

Medium Waltham, US

Dulbecco’s Phosphate Buffered | Thermo Fisher Scientific,

Saline Waltham, US

Fetal Bovine Serum PAN-Biotech GmbH,
Aidenbach, DE

0,05% Trypsine Thermo Fisher Scientific,
Waltham, US

3.1.5 Primer

Folgend finden sich die Nukleotidsequenzen der Primer, die zur Durchfihrung der

quantitativen Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) Anwendung fanden.

Tabelle 5: Primer

Zielgen Sequenz Spezies

HPRT F GACCAGTCAACAGGGGACAT Homo sapiens
HPRT R GTGTCAATTATATCTTCCACAATCAAG Homo sapiens
NDUFA12_F GGCAAGATGGAGTTAGTGCAG Homo sapiens
NDUFA12 R AACCTTCGCATCATTTGTCC Homo sapiens
NDUFA2 F ATGTGCAGCCCAAGCTCT Homo sapiens
NDUFA2 R GGCTTCAGGCTTTACCACTTAG Homo sapiens
NDUFA8 F ATGCCGGGGATAGTGGAG Homo sapiens
NDUFA8 R GCACAGCAGAACTAATTTTCACC Homo sapiens
NDUFS1 F CCAGACAGTTTAGCAGAACAGC Homo sapiens
NDUFS1 R AAGGCCTTTCTTACAGGTATCCTT Homo sapiens
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NDUFS4 F AAGATGCAGTTTCCTTTGCAG Homo sapiens
NDUFS4 R TTGGACTTGGGTTTTGGAAC Homo sapiens
NDUFS6 _F GTGGAGACTCGGGTGATAGC Homo sapiens
NDUFS6 R GCCGGTTTTTGTTTCTTTGT Homo sapiens
NDUFS7 F ATTCCTACTCGGTGGTGAGG Homo sapiens
NDUFS7 R TCCCGCTTGATCTTCCTCT Homo sapiens
NDUFS8 F TGCTTGGCAAGGCAAGTAG Homo sapiens
NDUFS8 R CACCAGGAGGTCCTGCAC Homo sapiens
NDUFV1 F CATCCGAGGGGAATTCTACA Homo sapiens
NDUFV1 R GCACCACAAACACGTCAAAA Homo sapiens

3.1.6 Immunchemikalien

Tabelle 6: Inmunchemikalien

Ziel ArtikelInummer und Hersteller
Phalloidin Atto 488 Sigma-Aldrich, St. Louis, US, 49409
3.1.7 Zelllinien

Die untenstehenden, humanen Zelllinien wurden fur die Durchfiihrung der Experimente in

Kultur gehalten.

Tabelle 7: Zelllinien

Name der Zelllinie Ursprung Entitat

HepG2 Homo sapiens Hepatozelluldres Karzinom
Huh7 Homo sapiens Hepatozelluldres Karzinom
HelLa Homo sapiens Adenokarzinom Zervix
A549 Homo sapiens Adenokarzinom Lunge
PC9 Homo sapiens Adenokarzinom Lunge

3.2 Methoden

Im Folgenden sind die in dieser Promotion verwendeten Methoden aufgelistet und

beschrieben.

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Passaqieren der Zellen
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Die verwendeten Zelllinien wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), versetzt
mit 10% Fetalen Kélber Serum (FCS), kultiviert. Sobald die Zellkonfluenz 80% betrug wurden

die Zellen unter Verwendung von 0,05% Trypsin passagiert.

3.2.1.2 HCI-2509 vermittelte LSD1 Hemmung
Zur pharmakologischen LSD1 Hemmung wurde der Inhibitor HCI-2509/C12 verwendet,

welcher im Rahmen eines umfassenden Screenings als spezifischer, reversibler Hemmstoff
identifiziert werden konnte*. Falls nicht anders angegeben wurden die Zellen mit einer 2 uM
C12-Lésung fur 72 Stunden behandelt.

3.2.2 Expressionsanalysen

3.2.2.1 Auswertung Ultra-Deep-RNA-Sequenzierung

Zur Beurteilung von Expressionsdnderungen wurden Ergebnisse von bereits akquirierten
RNA-Sequenzierungen ausgewertet. Hierbei wurden unter C12-Behandlung und unter
Kontrollbedingungen kultivierte Zellen der Hepatoma-Zelllinien HepG2 und Huh7, der
Lungenadenokarzinom-Zelllinien A549 und PC9 sowie der Zervixkarzinom-Zelllinie Hela
verwendet. Alle Proben lagen in Triplikaten vor. Die Vorbereitung der HepG2, Huh7 und HelLa
Zellen erfolgte durch Lingyu Wang im Rahmen ihrer Promotionsarbeit ®°, die der A549 und
PC9 Zellen durch Priya Dalvi®'. AnschlieRend wurden die Sequenzierung der Proben (3 -RNA-
Sequenzierung, paired-end, 150 bp) und Erstellung eines Analysereports Novogene
(Novogene Co., Ltd, Beijing, CHN) in Auftrag gegeben. Die Sequenzierung erfolgte mittels
lllumina HiSeq Systemen (lllumina, San Diego, US). Im Bericht wurden u.a. die Ergebnisse
einer KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)®? Pathway-Analyse dargestellt. Bei
KEGG handelt es sich um eine umfassende Datenbank, die es u.a. ermdglicht, die bei der
Sequenzierung gewonnen Daten bestimmten Prozessen der Zelle zuzuordnen 3. Die weitere
Auswertung unterschiedlich exprimierter Gene erfolgte auf Basis dieser Analyse, wobei als
MaRstab fir die Expressionsunterschiede der Log2 Fold Change (Read Counts C12/Read

Counts Kontrolle) herangezogen wurde.

3.2.2.2 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgte aus Zellkultur Proben, wobei die gewahlte Methode auf der

,single-step“ RNA-Isolierung nach Chomczynski und Sacchi basiert®*. Das Medium wurde
entfernt und die adharenten Zellen zweimal mit RNAse-freiem PBS gespllt. Pro 106 Zellen
wurden 500 pl TriReagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, US) zu der adharenten Zellkultur

gegeben. Das im Reagenz enthaltene Guanidin-Isothiocyanat lysiert die Zellen, denaturiert
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Proteine und inaktiviert dementsprechend auch RNasen. Zusatzlich werden Proteine und
Nukleinsduren mittels Phenols getrennt. Die lysierten Zellen wurden in einem Eppendorf-
Reaktoinsgefall gesammelt. Im nachsten Schritt wurden 100 pl Chloroform zum Lysat
hinzugeflgt, um eine Trennung der Phasen zu erreichen, sodass nach Zentrifugation bei 4°C
und 12000 rpm flr 15 Minuten eine untere organische Phase, eine DNA enthaltene Interphase
und eine obere RNA-reiche wassrige Phase zu erkennen sind. Im Folgenden wurde die RNA-
reiche Phase in ein neues Eppendorf Tube Uberflhrt und in 250 pl Isopropanol gefallt. Nach
Zugabe von 1,5 pl Glykogen (15mg/ml) (Invitrogen, Carlsbad, US) wurden die Proben tber
Nacht bei -20°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Proben erneut 15 Minuten bei 4°C
und 14000 rpm zentrifugiert, woraufhin das RNA-Prazipitat mit 500 uyl Ethanol 75% gereinigt
wurde. Anschlieend erfolgte eine Zentrifugation fir 5 Minuten bei 4°C und 14000 rpm. Der
EthanolUberstand wurde abpipettiert und das RNA-Pellet bei Raumtemperatur getrocknet.
SchlieBlich wurde das Pellet in 25 ul RNase freiem Wasser resuspendiert und die RNA-
Konzentration und Reinheit spectrophotometrisch bestimmt. Bis zur Verwendung wurden die
Proben bei -80°C gelagert.

3.2.2.3 cDNA-Synthese

Fir die folgende cDNA-Synthese wurde das TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit von

Applied Biosystems (Forster City, US) verwendet. Fur einen 10 pl Ansatz wurden 500 ng RNA
in 7,1 ul H20 geldst. AnschlieRend wurden 1 pl 10X RT Buffer, 1 yl 10X Random Primer, 0,4
pl 25X dNTP-Mix und 0,5 pl Reverse Transkriptase hinzugegeben. Es folgte die cDNA-
Synthese im Thermocycler fir 10 Minuten bei 25°C und anschlieRend fir zwei Stunden bei
37°C. Die resultierende cDNA mit der Konzentration 50 ng/ul wurde bis zu Verwendung bei -
20°C gelagert.

3.2.2.4 Primer Design

Um Primer fur bestimmte Gene zu designen wurde das Assay Design Center der Universal

Probe Library von Roche verwendet (Roche, Basel, CH). Die Lange der Primer betrug jeweils
20-25 Nukleotide, die des resultierenden Amplikons 70-110 Nukleotide. Es wurde sich fir ein
Intron Uberspannendes Assay entschieden, um Kontaminierung durch genomische DNA zu
vermeiden. Nach dem Erstellen der Primer wurde das Primer ,Basic Local Alignement Search
Tool* (Primer-BLAST) (NCBI, Bethesda, US) des National Center for Biotechnology
Information (NCBI) verwendet, um die Spezifitat der Primer Sequenzen, mittels umfassenden
Datenbankabgleich, gegenzutesten. Bei einer hohen Spezifitat fir mehrere Zielgene wurden

die Primer verworfen. Fur die genauen Sequenzen siehe Kapitel 2.1.5. Primer.
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3.2.2.5 Quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion

Um die Expressionslevel interessierender Zielgene zu bestimmen und zu vergleichen wurde
die quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion (QPCR) durchgefiihrt. Hierbei wurde das
kommerziell erwerbbare ,GoTaq gPCR Master Mix“-Kit (Promega, Madison, US) verwendet.
Das Volumen des Reaktionsansatzes sollte 15 pl betragen, sodass pro Ansatz 5,3 pl
nukleasefreies Wasser, 7,5 ul ,GoTaq Master Mix®, sowie 0,6 ul der forward und reverse
Primer (10 pmol/ul) zusammengegeben wurden. Die cDNA-Proben (50 ng/pl) wurden mit
nukleasefreien Wasser auf 5-10 ng/ul verdinnt und schlie8lich wurde je 1 ul der verdiinnten
cDNA zu jedem Reaktionsansatz hinzugegeben. Die Proben wurden anschlieflend zwei
Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert und folgend in das CFX 96 Real Time System (Bio-Rad,
Munchen, DE) gegeben.

Die Ergebnisse wurden mittels Bio-Rad CFX Maestro Software (Bio-Rad, Minchen, DE)
dargestellt. Neben den Zielgenen wurde in jedem Experiment auch zur Normalisierung das
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase-Gen (HPRT) aufgrund seiner sehr
konstanten Expression untersucht. SchlieRBlich wurde eine relative Quantifizierung mittels
delta-delta-Ct Methode durchgefihrt, wobei die Expression des Zielgens auf das HPRT-Gen

normalisiert wurde®.

3.2.2.6 Primer Test

Bevor neue Primer fur weitere Experimente benutzt wurden, wurde ihre Effizienz getestet.

Dazu wurde eine gPCR nach dem obigen Protokoll durchgefihrt, wobei fir jedes Zielgen eine
Standardkurve mithilfe einer cDONA-Verdinnungsreihe (20 ng, 10 ng, 5 ng, 2,5 ng und 1,25 ng)
angefertigt wurde. Nur solche Primer wurden verwendet, deren Effizienz zwischen 80 und
100% lagen.

3.2.3 Mitochondriale Analysen

In der dargelegten Arbeit wurden zwecks Eruierung von mitochondrialen Veranderungen in
Folge der C12-vermittelten LSD1-Hemmung, morphologische und funktionelle

Untersuchungen der Organellen durchgefiihrt.

3.2.3.2 Konfokale Mikroskopie

Zelllinien wurden mit potentialabhangigen, mitochondrialen Farbstoffen angefarbt und mittels

konfokaler Mikroskopie (durchgefuhrt in der ,Imaging Facility des CECAD) hinsichtlich
Morphologie und Potentialveranderungen untersucht. Es folgt eine genaue Beschreibung der
Methodik.
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Poly-Lysin-Coating
Zunachst erfolgte die Beschichtung der "Chamber Slides" (Ibidi, Fitchburg, US) mit Poly-D-

Lysin, damit die spater ausgesaten Zellen auf der Oberflache der ,Wells* gut haften kénnen.

Dazu wurde 150 pl einer 0,01 %-igen Poly-D-Lysin-Lésung pro ,Well“ gegeben. Nach einer 5
bis 10-minttigen Inkubation bei 37°C wurde die Lésung entfernt und die "Wells" mit 400 pl
Zellkultur-Wasser gespllt. AnschlieRend hat man die Chamber Slides zwei Stunden unter UV-

Licht trocknen lassen. Bis zur Verwendung wurden sie bei 4°C gelagert.

Zellen

Die Experimente wurden mit den Hepatoma Zellinien HepG2, und Huh7durchgefihrt. Ein Teil

der Zellen wurde 72 Stunden mit 2 uM C12 behandelt, der andere Teil diente als Kontrolle.

Mitochondriale Farbung

Die Farbung der Mitochondrien erfolgte an lebenden Zellen mit dem Mitochondrial Staining Kit
(ab176747) von Abcam. Nachdem der Farbstoff potentialabhanging in den Mitochondrien
akkumuliert, wird dieser in der Matrix gebunden, sodass auch eine anschlief’ende Fixierung
der Zellen die Farbung nicht aufhebt. Bei der Farbung wurde sich an das Protokoll des

Herstellers gehalten (Abcam, Cambridge, UK).

Fixierung und Permeabilisierung der Zellen

Nach der Farbung der Mitochondrien erfolgte im nachsten Schritt die Fixierung der Zellen
mittels Paraformaldehyd (PFA). Dazu wurden die Zellen zunachst mit PBS gewaschen und
folgend mit 400 pyl PFA 4% pro "Well" behandelt. Nach 15 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Zellen dreimal mit geklUhltem PBS gespult. Um die
Zellmembranen und die Organellen fur die anschlieBenden Immunfluoreszenzfarbungen
durchlassig zu machen erfolgte eine Permeabilisierung mittels Triton-X-100. Die Zellen in
jedem "Well" wurden mit 0.25% Triton-X -100 benetzt und 10 Minuten bei Raumtemperatur

inkubiert, bevor sie erneut dreimal mit PBS gewaschen wurden.

Blockierung unspezifischer Proteinbindungstellen

Mit dem Ziel unspezifische Proteinbindungsstellen zu blockieren und starke
Hintergrundsignale bei der anschlieRenden Immunfluoreszenzfarbung zu vermeiden, wurden

die Zellen mit 0.5% Kaltwasserfischgelatine 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
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Immunfluoreszenz-Farbungen

Nach dem Blocken der unspezifischen Bindungsstellen erfolgte fir alle Zellen eine
Gegenfarbung des Zytoskeletts mittels Phalloidin Atto 488 (Sigma-Aldrich, St. Louis, US).
Dazu wurde die Immunchemikalie im Verhaltnis 1:500 mit 0,5 % Gelatine gemischt und 30
Minuten mit den Zellen inkubiert. Nach der Farbung wurden die Zellen zweimal fir zehn
Minuten mit PBS und einmal mit Wasser gewaschen. Sobald die Objekttrager vollstandig
getrocknet waren wurden die Nuklei der Zellen mit DAPI gegengefarbt und die Praparate mit
einem Deckglas bedeckt. Bis zur konfokalen Mikroskopie erfolgte die Lagerung der der
Objekttrager lichtgeschiitzt bei 4°C. Die anschlielende Mikroskopie der Zellen erfolgte mit

dem konfokalen Mikroskop SP8 von Leica (Leica Microsystems, Wetzlar, DE).

3.2.3.3 Ultrastrukturelle Analyse

Um die morphologischen Veranderungen der Mitochondrien in den Zellen unter

pharmakologischer LSD1 Hemmung ultrastrukturell bewerten zu koénnen, wurden sie
elektronenmikroskopisch untersucht. Zunachst wurden Aclar®-Folien (Honeywell, Morris
Plains, US) autoklaviert. Anschlielend wurden zwei bis drei Folien pro "Well" einer 6-"Well"-
Zellkulturplatte ausgelegt. Danach folgte die Ausplattierung HepG2 oder Huh7
Hepatomazellen. Nach 24 Stunden wurde uUberprift, ob die Zellen auf den Folien
angewachsen sind. Folglich wurde ein Teil der Zellen nach oben beschriebenem Protokoll
(2.2.1.2) mit C12 behandelt. Nach weiteren 72 Stunden erfolgte die Fixierung der Zellen. Dafur
wurde zunachst das Medium entfernt, die Zellen mit 37°C-warmen PBS gewaschen und
anschliefend , mit einer glutaraldehydhaltigen Fixierlésung (2,5 % Glutaraldehyd, 2,5%
Saccharose 3 mM CaCl2, 100 mM HEPES pH 7,4) fir jeweils 30 Minuten bei Raumtemperatur
und 4 °C behandelt. Schlief3lich wurden die Zellen dreimal mit 0,1 M Natriumcacodylat-Puffer
(pH 7,4) gewaschen und der "Imaging-Facility" des CECAD (“Cologne Cluster of Excellence
on Cellular stress responses in Aging-associated Diseases”) fiir die weitere Prozessierung
Ubergeben. Hier erfolgte die Osmiumfixierung (1% Osmium, 1,25% Saccharose, 1%
Kaliumferrocyanid fir eine Stunde auf Eis, dann wurden die Proben erneut dreimal mit
Natriumcacodylat-Puffer gewaschen. Im nachsten Schritt wurden die Proben mittels
aufsteigender Ethanolreihe bei 4°C dehydriert (7 Minuten 50% EtOH, 7 Minuten 70% EtOH, 7
Minuten 90% EtOH, 3 x 7 Minuten 100% EtOH) und daraufhin zunachst 1 Stunde bei 4°C mit
EPON:Ethanol im Verhaltnis 1:1 und dann 2 Stunden bei 4°C mit EPON:Ethanol im Verhaltnis
3:1 inkubiert. Ubernacht wurden die Proben mit frischen EPON bei 4°C gelagert und die
Kulturplatte mit Parafilm® versiegelt. Am nachsten Tag folgte eine weitere Inkubation mit
frischem EPON fir 2 Stunden bei Raumtemperatur mit nicht abgedeckter Kulturplatte.
AnschlieRend wurden die Proben zwecks Einbettung fiir 48 bis 72 Stunden bei 62°C inkubiert.
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Nach dem Einbettprozess wurden die Proben mit dem UC7 Ultramikrotom (Leica
Microsystems, Wetzlar, DE) auf 70 nm geschnitten. Um die Zellkulturproben zu kontrastieren,
wurden sie abschlielend 15 Minuten bei 37°C mit Uranylacetat und darauffolgend 4 Minuten
bei Raumtemperatur mit Bleicitrat in CO2 freier Umgebung inkubiert. Die Auswertung der
Schnitte erfolgte am JEM 2100 Plus Elektronenmikroskop (Jeol, Akishima, JP).

3.2.3.4 Durchflusszytometrische Quantifizierung des mitochondrialen

Membranpotentials

Zur genauen Quantifizierung des mitochondrialen Membranpotentials wurden Zellen mit
potentialanhangigen Farbstoffen gefarbt und die Veranderungen durchflusszytometrisch

bestimmt. Folgend werden die einzelnen Schritte der Farbung und Messung erlautert.

TMRM-Zeitkinetik
TMRM (Invitrogen, Carlsbad, US) ist ein kationischer Farbstoff, der abhangig vom

mitochondrialen Membranpotential in der Matrix des Organells akkumuliert. Entsprechend den
Angaben des Herstellers wurde eine 100 uM Stock-L6sung hergestellt. In einem nachsten
Schritt wurde die optimale Konzentration des Farbstoffs ermittelt. Dazu wurden Zellen mit 350,
250, 200, 150, 100, 70 und 50 nM TMRM in Zellkulturmedium behandelt und 30 Minuten bei
37°C und 5% CO2 inkubiert. Anschliefend erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische
Evaluation der Lebendzellfarbung mit dem Nikon Eclipse TE300 Inverted Microscope (Nikon
Corporation, Tokyo, JP), bei der die Konzentration ermittelt wurde, die eine klare Farbung der
Mitochondrien zeigte, bei der es aber nicht zu stérenden Hintergrundsignalen kam. Es wurde
eine Konzentration von 150 nM gewahlt und fir die weiteren durchflusszytometrischen
Analysen verwendet.

Zunachst wurde mit dieser Methode evaluiert, welchen Einfluss die Dauer der C12 vermittelten
LSD1 Hemmung auf das mitochondriale Membranpotential hat. Dementsprechend wurden
HepG2 und Huh7 Zellen ausplattiert und unterschiedlich lange mit C12 behandelt. Es wurden
nicht-behandelte Kontrollduplikate, sowie Duplikate nach 1, 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden unter
C12 Behandlung untersucht. Zusatzlich wurde eine nicht behandelte, nicht gefarbte
Negativkontrolle verwendet. Nachdem die entsprechende Behandlungsdauer fir die jeweilige
Probe erreicht wurde, wurden diese dem obigen Protokoll entsprechend gefarbt. Nach
erfolgter Farbung wurde das TMRM-haltige Medium verworfen und die Zellen mit PBS
gewaschen. Anschlieflend wurde eine fluoreszenzmikroskopische Bestatigung der Farbung
durchgefuhrt. War diese erfolgreich, erfolgte die weitere Bearbeitung der Proben. Zunachst
wurden die Zellen mittels 0,05% Trypsin von ihrem Untergrund gelést und in DMEM + 10%

FCS resuspendiert. Daraufhin wurden sie in Durchflusszytometer-kompatible Reagenzgefalie
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dberfihrt und 5 Minuten bei 25°C und 1500 rpm (GPR-Zentrifuge, Beckman Coulter GmbH,
Krefeld, DE) zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand
verworfen, ohne das Zellpellet zu bertihren, und die Zellen in 300 - 500 yl DPBS, je nach
GrolRe des Pellets, geldst. Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte unmittelbar nach
diesem Schritt. Die statistische Signifikanz der Ergebnisse wurde mittels Two-Way-ANOVA

ermittelt, wobei das Signifikanzniveau mit p= 0,05 angegeben wurde.

JC1 —Farbung

Neben dem TMRM wurde noch ein zweiter Fluoreszenzfarbstoff fir die Analyse des

mitochondrialen Membranpotentials gewahlt. JC1 (Invitrogen, Carlsbad, US) weist die
Besonderheit auf, dass es im Gegensatz zu anderen Farbstoffen, zwei verschiedene
Fluoreszenzmodi  prasentiert. In  Mitochondrien mit einem aufrechterhaltenen
Membranpotential emittiert er rotes Licht mit einer Wellenlange von 590 nm. Kommt es zu
einer Depolarisation der Mitochondrien gibt es ein "Shift" und grines Licht mit einer
Wellenlange von 525 nm wird emittiert. Auch hier wurde zunachst ein vorbereitendes
Experiment durchgefihrt, um die ideale Konzentration des Farbstoffes zu ermitteln.
Entsprechend den Empfehlungen des Herstellers wurde eine Stock-Lésung mit der
Konzentration 1 mg/ml in DMSO hergestellt. AnschlieRend wurden Zellen mit den
Konzentrationen 15, 10, 5, 2 und 1 pyg/ml in Kulturmedium 30 Minuten bei 37°C und 5% CO2
inkubiert. Es folgte die mikroskopische Evaluation der Farbung mit dem Nikon Eclipse TE300
Inverted Microscope (Nikon Corporation, Tokyo, JP). Es wurde darauf geachtet, dass die
mitochondriale Farbung deutlich und keine ausgepragten Hintergrundsignale vorhanden
waren. Eine Konzentration von 10 pg/ml wurde fir die durchflusszyometrische Bestimmung
des mitochondrialen Membranpotentials gewahlt. AnschlieBend wurden die Veranderungen
des mitochondrialen Membranpotentials nach 72 Stunden LSD1-Hemmung quantifiziert. Dazu
wurden HepG2 und Huh7 Zellen, wie bereits beschrieben ausgesat. Neben den nicht
behandelten Kontrollen, wurde auch eine nicht behandelte und nicht gefarbte Negativkontrolle
verwendet. Dem obigen Protokoll folgend wurden die Zellen nach der jeweiligen
Behandlungsdauer gefarbt und fiir die durchflusszytometrische Analyse vorbereitet. Es folgte
die unmittelbare Messung der Proben. Um die statistische Signifikanz zu ermitteln, wurde ein
Student-t-test durchgefiihrt, wobei Ergebnisse mit einem p-Wert von < 0,05 als statistisch

signifikant galten.

Durchflusszytometrie

Um nun den Einfluss der pharmakologischen LSD1 Hemmung quantifizieren zu kdnnen, wurde
die durchflusszytometrische Messung durchgefihrt. Dabei wurde zunadchst die nicht

behandelte, nicht gefarbte Negativkontrolle gemessen. Dies war notwendig, um das Gerat zu
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konfigurieren und die "Gates" zu erstellen, die die Identifizierung der richtigen Zellpopulation
erlaubte. Zunachst wurde das seitliche (,side scatter, SSC), sowie das vorwarts gerichtete
(,forward scatter”, FSC) Streulicht gemessen. Dies diente dazu die richtige Zellpopulation
anhand der GroRRe zu identifizieren und die lebenden Zellen vom Zelldebris zu trennen,
welcher geringere FSC-Werte aufweist. AnschlieRend werden die Einzelzellen von Doubletten
getrennt, indem die ,side scatter height* (SSC-H) gegen die ,side scatter area“ (SSC-A)
aufgetragen wird. Wahrend die Zelldoubletten héhere SSC-A-Werte aufweisen, sind die SSC-
H-Werte &hnlich ®¢. Nach dieser Eingrenzung der Zellpoulation wurden die gefarbten Proben
analysiert. Die Exzitation der mit JC1 und TMRM gefarbten Zellen erfolgte bei 488 nm. Zur
Detektion der griinen Fluoreszenz des JC1wurde der FITC-A-Kanal verwendet, zur Messung
der roten Fluoreszenz des JC1 und des TMRM der PE-A-Kanal. Die Ergebnisse wurden

anschielRend auf die Kontrollen bezogen.

3.2.3.5 Metabolische Analyse der Atmungskette

Mitochondriale Aktivitatsbestimmung mithilfe des Seahorse XF Mito
Stress Test Kits

Mit dem Ziel, mdgliche Veranderungen der Zellatmung unter C12-vermittelter LSD1 Hemmung

zu charakterisieren wurde eine metabolische Analyse mit dem Seahorse XFe96 Analyzer
(Agilent Technologies, Santa Clara, US) durchgefiihrt. Dabei misst das Gerat Veranderungen
der Sauerstoffkonzentration und des pH-Wertes im Medium der Zellen mit Hilfe verschiedener
Fluorophore, die sich an einer "Sensor Cartridge" befinden. Das Gerat regt die Fluorophore
an, worauf dieses Licht bestimmter Wellenlange emittieren. Sauerstoffmolektile und Protonen
schwachen dieses Signal. Dadurch kénnen Ruckschlisse auf die Aktivitat der mitochondrialen
Atmung und der Glykolyse geschlossen werden®’. Zur genaueren Evaluation der oxidativen
Phosphorylierung wurde das Mito Stress Test Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, US)
verwendet. Das Kit enthalt Inhibitoren, die Komplexe der Atmungskette hemmen, bzw. diese
entkoppeln, was eine exaktere Einordnung der Stoffwechselveranderungen zulasst. Durch das
im Kit enthaltene Oligomycin wird die ATP-Synthetase (Komplex V) gehemmt, wodurch der
Teil der Zellatmung, der auf die ATP-Produktion entfallt, bestimmt werden kann. Darauf folgt
die Gabe von FCCP, welches die Atmung entkoppelt. Hierdurch kommt es zu einem Reflux
der Protonen aus dem Intermembranraum in die mitochondriale Matrix. Die Respiration wird
insuffizient und es kommt zu einem kompensatorischen Anstieg des Sauerstoffverbrauchs,
sodass die maximale Kapazitat der oxidativen Phosphorylierung gemessen werden kann. Im
letzten Schritt des Experiments erfolgt die Zugabe von Rotenon/Antimycin A, was die

Komplexe | und Il der Atmungskette hemmt. Der Transfer der Elektronen wird gestoppt, was
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es ermdglicht den Teil der Sauerstoffverbrauchs zu bestimmen, der nicht auf die Zellatmung

zurlickzufiihren ist®.

Arbeitsschritte des Seahorse XFe96 Mito Stress Test Experiments

Das folgende Flussdiagramm zeigt in vereinfachter Darstellung die einzelnen Arbeitsschritte

des Experiments in chronologischer Reihenfolge.

Workflow Seahorse XFe96 Mito Stress Test

Tag 1

Aussaen der Zellen

a‘:

Austausch des Mediums durch DMEM 10% FCS mit oder ohne 2uM C12

4

| 1; | Aussden der Zellen auf Seahorse Cell Culture Plate | | y & | Hydrieren der Sensor Cartridge Teil | | I 3. | Aliquotieren des Seahorse XF Kalibrators

4

| 1 | Assay Medium vorbereiten “ 2. | Reagenzien vorbereiten l I 3. | Hydrieren der Cartridge Teil Il ||4 ] Zellen fiir die Messung vorbereiten

|S. | Cartridge laden und Messung beginnen | I 6. | Normalisierung und Auswertung der Daten l

Abbildung 4: Workflow Seahorse XF Mito Stress Test
Die Abbildung zeigt die einzelnen Arbeitsschritte des Seahorse XF Mito Stress Test Experiments in
chronologischer Reihenfolge.

Vorbereitung der Zellen

Zunachst wurden die Zellen wie oben beschrieben in DMEN mit 10% FCS kultiviert. Nach
Erreichen der gewinschten Konfluenz wurde ein Teil der Zellen mit 2 yM C12 behandelt,
wahrend die Kontrollgruppe weiterhin mit FCS-haltigem DMEM kultiviert wurde. Nach 48
Stunden LSD1-Hemmung, also am Tag vor der Analyse, wurden die Zellen mittels 0,05%
Trypsin gelést und in DMEM mit 2 yM C12 bzw. in DMEM ohne den Inhibitor resuspendiert.

AnschlieRend wurden die Zellen auf der der ,Seahorse Cell Culture Plate® (Agilent
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Technologies, Santa Clara, US) ausgesat. Hierbei wurden abhangig vom verwendeten Zelltyp
10 000-15 000 Zellen pro "Well" benutzt. Pro "Well" wurde auf ein Gesamtvolumen von 80 pl
Medium aufgefullt. Am nachsten Tag wurden die Zellen fir die metabolische Analyse

verwendet.

Vorbereitung der "Sensor Cartridge"

Am Tag vor dem Assay wurde, wie vom Hersteller vorgesehen die Sensor Cartridge (Agilent
Technologies, Santa Clara, US) vorbereitet. Um die einwandfreie Funktion zu gewahrleisten,
ist es nétig die Cartdrige ausreichend zu hydrieren. Dazu wird der Aufsatz abgenommen und
die "Wells" der Platte mit 200 pl sterilem Wasser aufgefullt. Daraufhin wird der Aufsatz wieder
auf die Platte gesetzt, wobei sichergestellt werden muss, dass die Sensoren der "Cartridge"
vollstandig in die Flussigkeit eingetaucht sind. Uber Nacht wird sie bei 37°C ohne CO2 Zusatz
inkubiert. Dartber hinaus wurde ein 20 ml Aliquot des XF Kalibrators (Agilent Technologies,
Santa Clara, US) angefertigt. Auch dieser wird Gber Nacht in einem Inkubator bei 37°C ohne
CO2 gelagert.

Am darauffolgenden Tag, 45-60 Minuten vor dem Beladen der "Cartridge", wurde das Wasser
aus dieser entfernt und durch 200 pl der Kalibrierflissigkeit ersetzt. Dann wurde sie erneut bei

37°C in dem nicht-CO2 enthaltenden Inkubator gelagert.

Vorbereitung des Assay Mediums

Am Tag der Analyse wurde das Assay Medium vorbereitet. Dazu wurden 97 ml des Assay
Mediums (Agilent Technologies, Santa Clara, US) in ein steriles Gefal3 gefillt. AnschlieRend
wird es gemal den Herstellervorgaben mit je einem Milliliter einer 1 M Glucose-, 200 mM
Glutamin- und 100 mM Pyruvatlésung (alle von Agilent Technologies, Santa Clara, US)
versetzt, sodass das Medium schlief3lich 10 mM Glucose, 2 mM Glutamin und 1 mM Pyruvat
enthalt. Bis zum Gebrauch wurde das Assay Medium in einem 37°C warmen Wasserbad

gelagert.

Vorbereitung der Reagenzien

In diesem Schritt wird das Mito Stress Test Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, US)
verwendet. Oligomycin, FCCP und Rotenon/Antimycin A werden gedffnet und in einer
definierten Menge des vorbereiteten Assay Mediums geldst. Oligomycin wird in 630 pl des
Assay Mediums gel6st, um eine Konzentration von 100 uM zu erhalten. FCCP in 720 l,
sodass eine Konzentration von 100 uM resultiert. Das Rotenon/Antimycin A wird in 540 pl
Medium geldst und liegt anschlie3end in einer Konzentration von 50 uM vor. Alle Lésungen
wurden anschlieBend gevortext um sicherzustellen, dass sich die Reagenzien vollstandig

I6sen. Folgend werden die Stock-Lésungen weiter mit Assay Medium verdinnt, um die
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Arbeitslésungen herzustellen. Hierzu werden 450 ul Oligomycin mit 2550 pl Assay Medium
verdunnt, um eine 15 uM Lésung zu erhalten. 300 pl des der FCCP-Lésung werden mit 2700
Ml Medium auf 10 uM verdiinnt. Die Konzentration des Rotenon/Antimycin A wird mit 2700 pl
Medium auf 5 uM gebracht. Die ideale Aussahdichte fur die Hepatoma Zelllinien wurden mit

Hilfe vorbereitender Experimente ermittelt.

Vorbereiten der Zellen fur die Analyse

Nach Vorbereitung der "Cartridge" und der Reagenzien wurden in dem nachsten Schritt die
Zellen fur dir mitochondriale Analyse vorbereitet. Nachdem ein Teil der Zellen nun 72 h mit
C12 behandelt wurde und der andere Teil als Kontrolle dient wurden die Zellen erneut
mikroskopisch kontrolliert, um die Konfluenz und die Morphologie zu betrachten. Hat sich eine
gleichmafige Monolayer bei etwa 80-90% Konfluenz ausgebildet wurde weiter mit den Zellen
gearbeitet. Zunachst wurde das Medium bis auf einen Rest von 20 ul aus den "Wells" entfernt.
Im nachsten Schritt wurden die Zellen zweimal mit dem aufgewarmten Assay Medium
gewaschen. Nach jedem Waschschritt verblieben 20 pl des Mediums in den "Wells". Im letzten
Schritt wurden 160 pl Medium hinzugefligt, sodass das Volumen in jedem "Well" 180 ul betrug.
Die Zellen wurden anschlieflend nochmals fiir 45-60 Minuten bei 37°C ohne CO2 Zusatz
inkubiert.

Laden der "Cartridge" und Kalibrieren des "Seahorse-Device"

Nach 45-60 Minuten wird die Cartridge aus dem Inkubator genommen und beladen. Dazu
wurde die mitgelieferte Pipettierhilfe verwendet. Diese wird auf die Cartridge gesetzt, sodass
man nun mit einer Multikanalpipette die entsprechenden Ports mit den Reagenzien beflllen
kann. In Port A wird 20 pl der Oligomycin-Ldsungen pipettiert, sodass eine finale Konzentration
von 1,5 uM resultiert. Port B wird mit 22 yl der FCCP-L&sung geladen. Die finale Konzentration
betragt demnach 1 uM. Port C belddt man mit 25 ul der Rotenon/Antimycin A-Ldsung, um eine
finale Konzentration von 0,5 uM zu erhalten. Beim Bewegen der Cartridge und Pipettieren der
Lésungen wurde sehr darauf geachtet, die Bildung von Luftblasen zu vermeiden, um die
Kalibration des Seahorse XFe96 Device und die anschlieBende metabolische Analyse der
Zellen nicht zu verfalschen. Im nachsten Schritt wurde die beladene Cartridge in das Seahorse

XFe96 Device gegeben und die circa 30-minutige Kalibrierung gestartet.

Assay-Durchfuhrung

Im Anschluss an die Kalibrierung des Gerates konnte die Analyse der Zellatmung beginnen.
Das Gerat wirft die Platte mit der Kalibrierflissigkeit aus, wahrend die Cartridge mit den

Sensoren im Geréat verbleibt. Nun wird die 96-"Well" Platte mit den Zellen in das Seahorse
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Device gebracht. Die Analyse beginnt. Zunachst wird die basale ,,Oxygen-Consumption-Rate*
(OCR) der Kontrollen und der C12 behandelten Zellen gemessen. Dabei wird Gber vier Zyklen
das Medium in den "Wells" gemischt, woraufhin die Messung der OCR erfolgt. Im nachsten
Schritt wird das im Port A enthaltene Oligomycin ins Medium injiziert. Nun wird die OCR unter
Hemmung von Komplex V der Atmungskette gemessen. Nachdem dies erfolgt ist wird Port B
entleert und das FCCP ins Medium gegeben, was zu einer Entkopplung der Atmungskette
fuhrt. Auch hier wird wie bereits beschrieben die OCR gemessen. Im letzten Schritt der
metabolischen Analyse wird die mitochondriale Atmungskette komplett inhibiert, indem mit
dem in Port C enthaltenem Rotenon/Antimycin A die Komplexe | und Ill gehemmt werden. Die
darauffolgende Analyse des Sauerstoffverbrauchs ist der letzte Schritt der Messung.
AnschlieRend kdnnen die Ergebnisse mit Hilfe der ,Wave-Software” dargestellt und analysiert

werden.
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Abbildung 5: Ablauf der mitochondrialen Funktionsanalyse

Die Abbildung zeigt den Ablauf des mitochondrialen Stresstests. Zunachst wird der basale
Sauerstoffverbrauch gemessen, dann wird Komplex V der Atmungskette ausgeschaltet. Anschlieend
wird die Zellatmung entkoppelt, um die maximale respiratorische Kapazitat zu messen. Die Zugabe von
Rotenon/Antimycin A dient dazu die Komplexe | und Il zu hemmen, um den Teil des
Sauerstoffverbrauchs zu bestimmen, der nicht auf die Atmungsaktivitat zurlickzufiihren ist (Abbildung
nach Divakaruni et al.®®)

Normalisierunqg

Um die erhobenen Daten vergleichbar zu machen wurde nach der Analyse eine
Normalisierung auf die Proteinmenge durchgefihrt. Hierzu wurde ein Bradford Assay (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, US) angewendet. Als Standard diente eine wassrige
Albuminlésung (Thermo Fisher Scientific, Waltham, US) mit den Konzentrationen 2000, 1500,
1000, 750, 500, 250, 125, 25 und 0 pyg/ml. Nach der Messung wurde die Vitalitat der Zellen
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zunachst mikroskopisch evaluiert. Waren die Zellen in allen "Wells" weitestgehend intakt
wurde das Assay Medium entfernt und die Zellen einmalig mit PBS gewaschen. Anschlie3end
erfolgte die Zugabe von 300 ul Bradford Reagenz pro "Well". Zu den Proteinstandards in
wassriger Losung wurden 250 ul Bradford Reagenz gegeben. Nach einer Wartezeit von 15-
20 Min wurden je 250 pl der Proben auf die 96 "Well" Platte, welche die Standards enthielt,
Ubertragen und die Absorption mittels Microplate Reader bei 595 nm gemessen. Die
gemessenen Werte wurden mittels der Negativkontrollen korrigiert. Im nachsten Schritt wurde
mit Hilfe der Proteinstandards eine Standardkurve erstellt und die Proteinmengen pro "Well"
bestimmt. Folgend wurde der Mittelwert der Proteinmassen pro Gruppe berechnet und die
Ergebnisse in das Analyseprogramm Wave Ubertragen, sodass nun die normalisierten Werte

dargestellt werden konnten.

Auswertung

Fir die Auswertung wurden neben der oben beschriebenen OCR auch spezielle Werte
berechnet, um die Funktion der mitochondrialen Atmungskette genauer evaluieren zu konnen.
Die basale Respiration, definiert als die Differenz zwischen letztem Wert vor Oligomycingabe
und niedrigstem Wert nach Rotenon/Antimycin A Applikation, dient als generalisierter
Parameter zur Beschreibung der Zellatmung. Die ATP-Produktion wird ermittelt indem der
niedrigste Sauerstoffverbrauch nach Oligomycingabe von dem letzten Wert vor
Oligomycingabe subtrahiert wird. Dabei wird berechnet welcher Teil der OCR auf die ATP-
Produktion entfallt und diese Differenz wird als Surrogat Parameter fir die ATP-Produktion
verwendet. Die respiratorische Reservekapazitat ist definiert als die Differenz zwischen
maximaler Atmung und der basalen Zellatmung, wobei die maximale Atmung seinerseits
berechnet wird, indem man den niedrigsten Wert nach Rotenon/Antimycin A-Gabe von dem
Maximalwert nach FCCP-Zugabe abzieht®®.
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4. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der C12-vermittelten, pharmakologischen LSD1-
Inhibierung auf das zelluldre Transkriptom untersucht. Hierbei wurden zunachst die
Expressionsprofile von Zellkulturproben nach LSD1-Inhibierung mit denen unter
Kontrollbedingungen miteinander verglichen und anschlieRend morphologische und
funktionelle Analysen durchgefiihrt. Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse dieser

Experimente dargestellt.

4.1 Einfluss der pharmakologischen LSD1-Inhibierung auf den

Zellmetabolismus

Zunachst wurde das Transkriptom verschiedener Zelllinien unter LSD1-Hemmung und unter
Kontrollbedingungen mittels RNA-Sequenzierung analysiert und hinsichtlich Alterationen in
den wesentlichen Signalwegen verglichen. Die Ergebnisse wurden folgend fur ausgewahlte

Gene mittels gPCR Uberprift.

4.1.1. Veranderte Genexpressionsmuster nach LSD1 Hemmung

Initial erfolgte die Auswertung der RNA-Sequenzierungsdaten der Hepatoma- (HepG2, Huh7),
der Lungenadenokarzinom- (A549, PC9) und der Zervixkarzinomzellinie (HeLa) hinsichtlich
differentiell exprimierter Gene unter C12-vermittelter LSD1-Inhibierung. Hier wurde bereits
ersichtlich, dass sich das Transkriptom der C12-behandelten Zellen deutlich von denen der
Kontrollgruppe unterscheidet, wobei ein Teil der Gene signifikant herab- und ein anderer Teil
signifikant heraufreguliert ist (Abb. 1A-E).
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Abbildung 6: Differentiell exprimierte Gene nach pharmakologischer LSD1-Inhibierung in den
HCC Zelllinien HepG2 (A), Huh7 (B), den Lungenadenokarzinomzelllinien A549 (C) und PC9 (D) und
der Zervixkarzinomzelllinie HeLa (E). Dargestellt sind Volcanoplots mit dem log2Fold Change auf der
x-Achse und dem -log10 (korrigierter p-Wert) auf der y-Achse. Die Punkte reprasentieren die einzelnen
Gene, in blau eingefarbt sind solche mit einem log2Fold Change > 2 oder < -2 und einem korrigierten
p-Wert < 0.01. Die vertikalen Linien markieren den log2Fold Change bei 2 und -2, die horizontale Linie
kennzeichnet den -log10(0,01).
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Die anschlieRende Auswertung der von Novogene zur Verfiigung gestellten ,KEGG Pathway*“-
Analyse zeigte weiterhin, dass es unter pharmakologischer LSD1-Hemmung zu
Expressionsveranderungen von an zahlreichen Zellprozessen beteiligten Genen kommt,
wobei ein deutlicher Effekt auf den Metabolismus aller untersuchten Zelllinien festgestellt
werden konnte. Dieser Effekt ist in den PC9 Zellen weniger signifikant als in allen anderen
untersuchten Zelllinien (Abb. 7).
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Lungenadeno-, Leber-, und Gebarmutterkarzinomzellen.

LSD1-Hemmung

Die 20 nach "KEGG Pathway Enrichment Analyse" am deutlichsten von der veranderten Expression
betroffenen Zellprozesse in HCC (HepG2 (A), und Huh7 (B)), in Lungenadenokarzinomzellen (A549 (C)
und PC9 (D)) und HelLa Zervixkarzinomzellen (E). Die GrofRRe des Kreises gibt die Anzahl der betroffenen
Gene an. Der "Rich-Faktor" zeigt das Verhaltnis der verandert exprimierten Gene zu der Gesamtheit
der an dem Prozess beteiligten Gene. Die Hohe des g-Wertes korreliert invers mit der Signifikanz der
Ergebnisse. Unter C12 vermittelter LSD1 Hemmung kommt es zu deutlichen Expressionsunterschieden
diverser Zellprozessen, wobei der Effekt auf metabolische Prozesse am deutlichsten ist und in allen
getesteten Hepatoma- (A, B), Lungenandenokarzinom- (C, D) und Zervixkarzinomzelllinien (E) prasent
ist.
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4. Ergebnisse

4.1.2. Die Wirkung der LSD1-Hemmung auf die Expression der Gene

des Energiemetabolismus

Im nachsten Schritt der Evaluation der RNA-Sequenzierungsdaten wurden die Einflisse der
LSD1-Inhibierung auf den Energiemetabolismus genauer analysiert. Dazu wurde die
Expression von Genen untersucht, die an der Glykolyse, dem Citratzyklus und der
mitochondrialen Zellatmung beteiligt sind, wobei der "Log2 Fold Change" (Log2FC) als Maf}
fur die Expressionsunterschiede herangezogen wurde. Die resultierenden Daten zeigen, dass
es zahlreiche differentiell exprimierte Gene in allen untersuchten Stoffwechselwegen des
Energiemetabolismus gibt (Abb. 8A). Auffallig ist hierbei, dass viele der Gene unter
pharmakologischer LSD1-Hemmung herunterreguliert werden. Insbesondere ftrifft dies auf die
nukleadr codierten Untereinheiten des Komplexes | der mitochondrialen Atmungskette zu.
Interessanterweise zeigte sich auch ein ahnlicher Effekt bei der Expression der mitochondrial
codierten Untereinheiten. Mit Ausnahme der PC9-Zellen weisen alle analysierten Zelllinien

eine konsistente Herabregulierung der Genexpression der Untereinheiten des Komplex | auf

MT-ND1
4 MT-ND2
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Abbildung 8: Darstellung differentiell exprimierter Gene des Energiemetabolismuns

(A) Dargestellt ist die differentielle Expression verschiedener Gene des Energiemetabolismus mit Fokus
auf die Glykolyse, den Zitronensaurezyklus (TCA) und den verschiedenen Komplexen der
mitochondrialen Elektronentransportkette (ETC). 1-33 Glykolyse; 34-54 Citratzyklus; 55-97 Komplex |;
98-108 Komplex lIl; 109-132 Komplex 1V; 133-179 Komplex V; 180-183 Mitophagie Effektoren (B)
Darstellung der Expressionsunterschiede aller nuklear und mitochondrial kodierten Untereinheiten des
Komplexes | der Atmungskette. Alle Expressionsunterschiede werden als Log 2 Fold Change
angegeben.
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4.1.3. Einfluss der LSD1 Hemmung auf Expressionsprofile der

nuklear kodierten Komponenten der mitochondrialen Atmungskette

Mittels quantitativer PCR wurden die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung validiert, wobei sich
auf die Hepatomazelllinien HepG2 und Huh7 fokussiert wurde. Der ausgepragte Effekt der
C12-Behandlung auf den Komplex | der Atmungskette begriindet die schwerpunktmaRige
Untersuchung der nuklear kodierten Gene eben dieses Komplexes. Zudem konnten die
Ergebnisse einer divergenten Expression der Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe
nach C12-Behandlung auch auf Proteinebene durch Proteomanalysen der Arbeitsgruppe
bestatigt werden

Zunachst wurde zur Validierung der RNA-Sequenzierungsergebnisse eine qPCR
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich besonders in den HepG2 Zellen eine durchweg signifikante
Herabregulierung der Genexpression von ETC Komplex | Untereinheiten, wahrend der Effekt
in den Huh7 Zellen weniger ausgepragt war (Abb. 9). Im Gegensatz zu allen anderen
Untereinheiten legen die gPCR-Ergebnisse dar, dass in Huh7-Zellen sogar eine signifikante
Erhdéhung der Expression des NDUFS4-Gens unter LSD1-Inhibierung vorliegt, wobei die RNA-

Sequenzierungsdaten auch hier eine Herabregulation ergaben.
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Abbildung 9: Ergebnisse der quantitativen PCR fiir die Expression von Komplex | Untereinheiten
der Atmungskette.

Die Balkendiagramme zeigen die relativen Expressionsveranderungen ausgewahlter ETC Komplex |
Untereinheiten nach pharmakologischer LSD1 Hemmung bezogen auf die Expression unter
Kontrollbedingungen. Das Experiment wurde in Triplikaten durchgefiihrt. C12 Behandlung: C12 2uM fur
72 h. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Die Ermittlung der statistischen Signifikanz
erfolgte mittels Student-t-Test. * p-Wert < 0,05; ** p-Wert < 0,01; *** p-Wert < 0,001; n.s.: nicht
signifikant.

4.2 Morphologische und funktionelle Veranderungen nach

pharmakologischer LSD1-Inhibierung

Nachdem die Expressionsanalyse belegt hatte, dass zahireiche, fir den Komplex | der

Atmungskette kodierende Gene unter LSD1-Hemmung differentiell exprimiert werden, sollte
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genauer Uberprift werden, welche morphologischen Veranderungen und funktionelle

Konsequenzen dies fiir die Mitochondrien der Zelllinien hat.

4.2.1 Morphologische mitochondriale Veranderungen in
Hepatomazellen nach pharmakologischer LSD1 Hemmung durch
den C12-Inhibitor

Mit der Intention, den Einfluss der gezeigten Expressionsveranderungen auf die
mitochondriale bzw. respiratorische Aktivitat zu untersuchen, wurde eine mikroskopische
Analyse der Organellen vorgenommen. Die Mitochondrien wurden dazu mit einem Farbstoff
behandelt, der in Abhangigkeit vom mitochondrialen Membranpotential in deren Matrix
akkumuliert (siehe Kapitel 3.1.4). Die Auswertung der Farbung am konfokalen Mikroskop
zeigte in den Kontrollen ein perinukleares Netzwerk aus Mitochondrien mit Gberwiegend
tubularer Morphologie. Unter pharmakologischer LSD1-Hemmung waren jedoch diverse
Veranderungen zu beobachten. Besonders deutlich war der Effekt in den HCC- Zelllinien. Hier
kam es zu einem Verlust der reguldren Netzwerke um den Nukleus, sowie zu einer
Veranderung der Morphologie. Anstelle der tubular formierten Organellen waren vor allem in
den HepG2-Zellen lobular strukturierte Mitochondrien zu erkennen. Des Weiteren konnte
festgestellt werden, dass sich in den Huh7-Zellen unter C12-Behandlung nur noch wenige
Mitochondrien anfarben lieRen und die verbliebenen Signale vorwiegend unspezifisch waren
(Abb. 10). Da der verwendete Farbstoff membranpotentialabhangig ist, ist dies ein Hinweis auf
einen Verlust der mitochondrialen Potentialdifferenz und somit auf eine veranderte

Funktionalitat des Organells®®.
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HepG2 Huh7

== Mitochondrien

=== DAPI
mem Aktin

Kontrolle

C12

Abbildung 10:Reprasentative Bildausschnitte der konfokalen Mikroskopie der HepG2, Huh7 und
HeLa Zellen. Angefarbt wurden die Mitochondrien, das Zytoskelett und die Nuclei.

Die Farbung der Mitochondrien erfolgte mit einem TMRM-Farbstoff, der in Abhangigkeit vom
mitochondrialen Membranpotential in Matrix gelangt. Die Mitochondrien sind in rot, die Aktinfilamente in
grin und die Zellkerne in blau dargestellt. VergroRerung: 400x, Messbalken: 10 um

4.2.2 Veranderungen des mitochondrialen Membranpotentials nach
LSD1-Hemmung mittels C12

Da die vorangegangenen Farbungen einen Verlust des mitochondrialen Membranpotentials
suggeriert haben, wurden konsekutive durchflusszytometrische Analysen angeschlossen, um
den Effekt zu quantifizieren und die Zeitabhangigkeit des C12-Einflusses auf das

mitochondriale Membranpotential zu charakterisieren.

4.2.2.1 Durchflusszytometrische Untersuchung des Einflusses der C12

Behandlung auf das mitochondriale Membranpotential im zeitlichen

Verlauf
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Die  mikroskopische = Beobachtung einer Verminderung des  mitochondrialen
Membranpotentials unter LSD1-Hemmung sollte durchflusszytometrisch validiert und
quantifiziert werden. Dabei wurde zunachst der zeitliche Einfluss der C12-Behandlung auf das
Membranpotential untersucht. Zu diesem Zweck wurden die untersuchten HepG2- und Huh7-
Zellen unterschiedlich lange (1h-72 h) mit dem LSD1-Hemmstoff behandelt und anschlie3end
mit dem kationischen TMRM gefarbt. Die TMRM-Farbung wurde anschlieRend

durchflusszytometrisch quantifiziert.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigten zunachst, dass die Werte zwischen den
unterschiedlichen Zeitpunkten variierten, wobei zwischen den LSD1-inhibierten Zellen und den
Kontrollzellen nach 1, 6, 12 und 24 Stunden Behandlung keine Differenzen zu messen waren.
Erst nach 48 Stunden war ein Unterschied des Membranpotentials in C12-behandelten Zellen
zu den Kontrollen in beiden Zelllinien festzustellen (Abb. 11 u. 12). Allerdings war der
Unterschied nicht signifikant. Die erhobenen Daten konnten allerdings belegen, dass die
verminderte LSD1-Funktion keinen unmittelbaren Einfluss auf die Mitochondrien hat, sondern

Veranderungen erst verzdgert nach 48 Stunden messbar waren.
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Abbildung 11:Messung des mitochondrialen Membranpotentials zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der LSD1-Hemmung.

(A) HepG2, (B) Huh7. Die x-Achse zeigt die Dauer der C12 Behandlung. Die y-Achse gibt die
Signalstake der TMRM-Farbung, gemessen im PE-A Channel an. Die Zellen waren mit 150 nM TMRM
gefarbt worden und die Intensitat des TMRM-Farbesignals wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Das
Experiment wurde in Duplikaten durchgefiihrt. Angegeben sind der Mittelwert und die
Standardabweichung. Die Signifikanz wurde mittels Two-Way-ANOVA berechnet. p-Werte > 0,05
wurden als nicht signifikant (n.s.) gewertet.
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Abbildung 12: Quantifizierung des mitochondrialen Membranpotentials nach 48, und 72 Stunden
C12 vermittelter LSD1-Hemmung

(A) HepG2, (B) Huh7. Dargestellt ist die durchflusszytometrisch bestimmte TMRM-Signalstarke (PE-A
Kanal) nach 48 h und 72 h pharmakologischer LSD1 Hemmung. Im Balkendiagramm werden Mittelwert
und Standardabweichung angegeben. Die Signifikanz wurde mittels paarweisen T-Test bestimmt. * p <
0,05, p > 0,05: n.s. (nicht signifikant)

4.2.2.2 Quantifizierung des mitochondrialen Membranpotentials mit JC1

Eine gangige Empfehlung, um die Koharenz der Ergebnisse des vorangegangenen
Experiments zu Uberprifen, ist ein komplementares Experiment mit einem weiteren Farbstoff
durchzufiihren™. Daher wurde eine Durchflusszytometrie nach Farbung der C12-behandelten
und -unbehandelten Kontrollzellen mit dem JC1-Farbstoff angeschlossen. Aufgrund dessen,
dass in der vorherigen Testung erst nach 48 und 72 Stunden C12-Behandlung eine Reduktion
des mitochondrialen Membranpotentials zu erkennen war, wurde hier die Ubliche
Behandlungsdauer von 72 Stunden gewahlt. Im Gegensatz zu dem TMRM, hat das JC1 die
Eigenschaft, je nach Funktion der Mitochondrien, Signale unterschiedlicher Wellenlange zu
emittieren. In Mitochondrien mit erhaltenem Membranpotential bilden die JC1-Molekile
Aggregate, die Signale von 590 nm (rot) Wellenlange emittieren. Ein Verlust des Potentials
verhindert die Bildung ebendieser Aggregate und Licht der Wellenlange 525 nm (griin) wird

emittiert’’. Um das AusmaR der mitochondrialen Depolarisation innerhalb einer Zelle
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beurteilen zu kdnnen, kann man das Verhaltnis der Signale bei 590 nm und 525 nm berechnen.
Eine Reduktion dieses Wertes zeigt einen vorwiegenden Verlust der Potentialdifferenz an.
Die Resultate dieses Experiments zeigen, dass es in den HepG2-Zellen unter LSD1-
Hemmung zu keiner signifikanten Veranderung des Signals von 590 nm Wellenlange (rotes
Signal) kommt. Im Gegensatz hierzu lasst sich jedoch eine Zunahme des Signals bei 525 nm
messen (Abb. 13).

In den Huh7-Zellen dagegen flhrte die 72-stiindige Behandlung mit 2 yM C12 zu einer
signifikanten Verminderung beider Signale (Abb. 13).

Obwohl die roten und griinen Fluoreszenzintensitaten in HepG2 und Huh7 unterschiedlich von
C12 beeinflusst wurden, wurde in beiden Zelllinien nach 72-stiindiger Inhibierung, eine
signifikante Reduktion des Rot/Griin Ratios festgestellt (Abb. 14) und damit einhergehend eine

Verminderung des mitochondrialen Membranpotentials in den Zellen.
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Abbildung 13:Durchflusszytometrische Messung des mitochondrialen Membranpotentials
mittels JC1 Farbung.

Dargestellt sind die Ergebnisse fir HepG2 und Huh7 Zellen. Die Messung der Signalintensitat bei 590
nm erfolgte im PE-A Kanal. Fir das Signal bei 525 nm wurde der FITC-A Kanal verwendet. HepG2
Kontrolle n= 6; HepG2 C12 Behandlung n= 5; Huh7 Kontrolle n= 9; Huh7 C12 Behandlung n= 8;
statistische Signifikanz wurde mittels Student-t-Test berechnet. * p-Wert < 0,05; ** p-Wert < 0,01; *** p-
Wert < 0,001; n.s.: nicht signifikant.
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Abbildung 14: Veranderung des Membranpotentials nach 72-stiindiger LSD1-Inhibierung.

Dargestellt sind die Ergebnisse fiir die HepG2 und Huh7 Zellen. Die Ergebnisse der C12 behandelten
Proben wurden auf die Kontrollen normalisiert. HepG2 Kontrolle n= 6; HepG2 C12 Behandlung n= 5;
Huh7 Kontrolle n= 9; Huh7 C12 Behandlung n= 8; statistische Signifikanz wurde mittels Student-t-Test
berechnet. * p-Wert < 0,05; ** p-Wert < 0,01; *** p-Wert < 0,001; n.s.: nicht signifikant.

4.2.3 Metabolische Analyse zeigt verminderte mitochondriale
Respiration, ATP-Produktion und Reservekapazitat unter C12-

Behandlung

Nachdem gezeigt wurde, dass nach C12-Behandlung in Hepatomazellen ein vermindertes
Membranpotential vorlag, wurde, mit dem Ziel, den Effekt der C12-Behandlung auf die
mitochondriale Atmung genauer zu untersuchen, eine Analyse der einzelnen Komponenten
der Atmungskette in zwei HCC-Zelllinien vorgenommen. Hierzu wurde die "Seahorse Xf96 "
Plattform unter Verwendung des ,Mito Stress Test Assays“ herangezogen. Zusammengefasst
erfolgt hier eine funktionelle Analyse der Atmungskette, wobei die ,,oxygen consumption rate“
(OCR) als Schlusselparameter der mitochondrialen Aktivitdt verwendet wird. Bei der
Durchfiihrung des Assays werden unterschiedliche Komponenten der Atmungskette, in LSD1-
inhibierten und Kontrollzellen, gehemmt und der Einfluss auf die OCR gemessen, wodurch
eine differenzielle Analyse der Funktionalitat einzelner Atmungskettenbestandteile in den zu

vergleichenden Gruppen ermdglicht wird (flir das detaillierte Protokoll siehe Kapitel 3.2.3.5).
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Die Resultate verdeutlichen, dass unter pharmakologischer LSD1-Hemmung der
Sauerstoffverbrauch im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe vermindert ist. Darlber
hinaus ist auch zu erkennen, dass nach Applikation des Komplex V-Inhibitors Oligomycin,
sowie nach Entkopplung der Atmungskette mittels FCCP die OCR in den behandelten
Zelllinien geringer ist, als in den unbehandelten Proben (Abb. 15). Im Gegensatz dazu ist kein
signifikanter Unterschied zwischen der LSD1-inhibierten und der Kontroligruppe nach
Hemmung der Komplexe | und Il mit Rotenon und Antimycin A zu erkennen, was bedeutet,

dass es keine Unterschiede hinsichtlich des nicht-mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs gibt.
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Abbildung 15: Ergebnisse des Seahorse XF Mito-Stress Tests

Die Abbildung zeigt den Sauerstoffverbrauch (oxygen consumption rate, OCR) in den beiden Zelllininen
HepG2 (oben) und Huh7 (unten) unter Kontrollbedingungen, sowie nach 72-stiindiger C12 vermittelter
LSD1-Hemmung. Die ersten vier Messpunkte zeigen die basale OCR. Darauf folgen je drei Messungen
nach Oligomycin, FCCP, bzw. Rotenon/Antimycin A Gabe. HepG2 Kontrolle n= 12; HepG2 C12 n= 12;
Huh7 Kontrolle n= 12, Huh7 C12 n= 12. Statistische Signifikanz wurde mittels Two-way-ANOVA mit
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multipler Testung ermittelt; ****: p < 0.0001; **: p < 0.01; *: p < 0.05; ns: nicht signifikant, p > 0.05. Die
Fehlerbalken geben zeigen die Standardabweichung.

Nachdem der Seahorse XF Mito Stress Test bereits globale Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen verdeutlicht hat, wurden die Werte aus der Messung herangezogen, um den
basalen Sauerstoffverbrauch, die ATP-Produktion, sowie die Reservekapazitat der Zellatmung
zu quantifizieren. Hierbei wurde deutlich, dass bereits Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen hinsichtlich der basalen Atmung bestanden. Genauer heil3t dies, dass unter C12-
Behandlung die basale OCR im Vergleich zur Kontrolle reduziert war (Abb. 16A). Damit
einhergehend konnte auch beobachtet werden, dass der Teil des Sauerstoffverbrauchs, der
auf die ATP-Produktion entfallt, unter LSD1-Hemmung vermindert war, was bedeutet, dass
die Zellen unter C12-Behandlung weniger ATP produzieren (Abb. 16B). Die Entkopplung der
mitochondrialen Atmungskette durch Zugabe von FCCP, stimuliert die Zellatmung, sodass der
maximale Sauerstoffverbrauch erreicht wird. Die maximale Sauerstoffverbrauchsrate wurde
nun herangezogen, um die respiratorische Reservekapazitat der C12-behandelten und der
unbehandelten Zellen zu ermitteln. Auch hier erkennt man eine deutliche Abnahme der
Reservekapazitat, nachdem LSD1 in den Zellen gehemmt wurde (Abb. 16C). Dabei ist nach
der FCCP-Zugabe in den C12-behandelten Gruppen kaum eine Zunahme des

Sauerstoffverbrauchs, bezogen auf die basale Rate, festzustellen.
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Abbildung 16: Basaler Sauerstoffverbrauch, ATP-Produktion und der respiratorischen
Reservekapazitat in Hepatomazellen nach pharmakologischer LSD1-Hemmung mit C12.

(A) Basale OCR (= letzte Messung vor Oligomycin Gabe - niedrigster Wert nach Rotenon/Antimycin A
Gabe) in den Zelllinien HepG2 und Huh7 unter Kontrollbedingungen und nach 72h Behandlung mit 2
MM C12. (B) Ergebnisse der Berechnung der ATP-Produktion (= letzte Messung vor Oligomycin Gabe
- niedrigster Wert nach Oligomycin Gabe) fir die verwendeten Zelllinien in der Kontroll- und C12
Gruppe. (C) Respiratorische Reservekapazitat (= maximale Respiration — basale Respiration) flr
HepG2 und Huh7 Zellen unter Kontrollbedingungen und C12 Behandlung. HepG2 Kontrolle n= 12;
HepG2 C12 Behandlung n= 12; Huh7 Kontrolle n= 12; Huh7 C12 Behandlung n= 12; statistische
Signifikanz wurde mittels t-Test ermittelt; **** = p- Wert < 0.0001, Fehlerbalken geben
Standardabweichung an.

4.2.4 Ultrastrukturelle Analyse

Die bisher erhobenen Daten verdeutlichten, dass es durch die pharmakologische LSD1-
Hemmung zu einem Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials kam, sowie,
dass die Funktion der Atmungskette deutlich eingeschrankt war. Ein weithin bekannter
Mechanismus, wie die Zelle auf mitochondriale Dysfunktion reagiert ist die gerichtete

Autophagie dieser Organellen, die Mitophagie’. Die Expressionsanalyse (siehe Kapitel 4.1.)
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zeigte bereits eine Hochregulierung bestimmter, mitophagievermittelnder, Gene und
suggerierte eine Aktivitadt dieses Signalwegs. Um das Vorhandensein dieses Prozesses zu
uberprifen wurde eine ultrastrukturelle Untersuchung der Zellen unter Behandlung mit dem
LSD1-Hemmstoff C12 vorgenommen. Darlber hinaus wurde auch nach weiteren
morphologisch sichtbaren Zeichen fir die Dysfunktion bzw. Schadigung der Mitochondrien
gefahndet. Fur das Experiment wurden die HCC-Zelllinien HepG2 und Huh7 verwendet, wobei
moglichst alle mit einem Schnitt erfassten Zellen, mit Fokus auf mitochondriale
Veranderungen, beurteilt wurden.

In den nicht behandelten Kontrollen konnten weitestgehend Mitochondrien mit tubularer
Morphologie beobachtet werden. Darlber hinaus zeigte sich eine elektronendichte Matrix mit
zahlreichen Einstllpungen der inneren Mitochondrienmembran (Cristae). Weiterhin erkannte
man in der Elektronenmikroskopie auch verzweigte Mitochondrien, die Netzwerke
untereinander ausbildeten. Bei der Evaluation der Organellen unter LSD1-Hemmung lie3en
sich zahlreiche Veranderungen der Struktur feststellen. So kam es zu einer deutlichen
GroéRenzunahme der Mitochondrien, mit einer 6dematds geschwollenen Matrix. Neben der
GroRenzunahme war auch eine veranderte Struktur der einzelnen Organellen zu verzeichnen,
wobei tubular formierte Mitochondrien, genau wie netzwerkartige Verzweigungen kaum mehr
erkennbar waren. Auch hinsichtlich der Elektronendichte der Matrix lieRen sich Unterschiede
ausmachen, wobei die Dichte unter C12-Behandlung geringer war, als in den Kontrollen (Abb.
17).

Weiterhin konnte insbesondere in den HepG2-Zellen beobachtet werden, dass es unter
Inhibierung der Demethylase zu einer Reduktion der Oberflaiche der inneren
Mitochondrienmembran gekommen ist, wie der Verlust der Cristae anzeigte (Abb. 17). Es ist
anzunehmen, dass diese Reduktion der Oberfliche auch mit einer verminderten
respiratorischen Aktivitat einhergeht, da die Dissimilation vor allem an der inneren Membran
stattfindet. Insgesamt lieRen sich die genannten Alterationen bei beiden Zelllinien unter
Inhibierung von LSD1 feststellen, der Effekt war in den HepG2-Zellen jedoch starker

ausgepragt als in den Huh7-Zellen.
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A B

HepG2 Huh?7

Kontrolle C12 Kontrolle C12
Abbildung 17: Transmissionselektronemikroskopie von Hepatomazellen nach 72 h
pharmakologische LSD1-Hemmung sowie unter Kontrollbedingungen.

(A) HepG2, (B) Huh7. Hier wird die Ultrastruktur der Mitochondrien dargestellt. Die erste Reihe zeigt
eine UbersichtsvergroRerung. Die in dem Inlet eingefassten Areale werden in der zweiten Reihe in
Detailansicht gezeigt. Messbalken obere Reihe: 2 ym; Messbalken unterer Reihe: 1 ym.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass eine pharmakologische
Inhibierung von LSD1 in Krebszelllinien zu einem veranderten Genexpressionsprofil flhrt.
Hierbei zeigten sich deutliche Effekte auf die Expression von Mediatoren metabolischer
Signalwege. Insbesondere wurde die Expression der nuklear codierten Untereinheiten des
Komplex | der mitochondrialen Atmungskette durch die pharmakologischen LSD1-Inhibierung
reprimiert, wodurch es zu einem mitochondrialen Funktionsverlust kam. Damit konnten in der
vorgelegten Studie erstmals Indizien gesammelt werden, dass die LSD1-Inhibierung nicht nur
das Tumorzellwachstum durch Einfluss auf den Zellzyklus hemmt, sondern auch durch eine

energetische Blockade aufgrund der inhibierten mitochondrialen Aktivitat.

5.1 Einfluss der pharmakologischen LSD1-Inhibierung auf die

Genexpression

Die pharmakologische Inhibierung von LSD1 fiihrt zu umfangreichen Veranderungen des
Genexpressionsprofils (vgl. Kapitel 4.1.1). Insbesondere konnte eine Herabregulation von
nukledr codierten Untereinheiten der mitochondrialen Atmungskette, sowie eine
Heraufregulation von Mitophagie-Effektoren gezeigt werden. Die in dieser Arbeit gefundenen
weitreichenden Alterationen sind im Einklang mit Beobachtungen, dass LSD1 in Abhangigkeit
von Interaktionspartnern unterschiedlich rekrutiert wird und folgend die Genexpression
transkriptionell vielfaltig beeinflussen kann3*°®, Aktuelle Forschungsergebnisse, bei denen
unterschiedliche LSD1-Domanen mittels CRISPR/cas9 alteriert wurden, legen nahe, dass die
Protein-Protein-Interaktionen Uber die ,Tower‘-Domane sogar einen grofieren Einfluss auf die
Genregulation haben als die katalytische Funktion, wobei hier auch der genaue Kontext zu
berlicksichtigen ist *'.

Da LSD1 ebenfalls fur die lysinspezifische Demethylierung von Transkriptionsfaktoren wie
TP53 und E2F verantwortlich ist, kann LSD1 nicht nur durch direkte bzw. in Zusammenschluss
mit Co-Faktoren durchgefuhrte Histonmodifikationen, sondern auch Uber Modifikationen
anderer regulatorisch aktiver Proteine das Expressionsprofil beeinflussen3#38-40,

Die bisherigen Forschungsergebnisse deuten auf eine komplexe und auf verschiedenen
Ebenen LSD1-vermittelte Genregulation hin, wodurch die weitreichenden Veranderungen des

Transkriptoms der hier untersuchten Zelllinien unter LSD1-Inhibierung erklart werden.

In der hier vorgelegten Studie wurde der LSD1-Inhibitor C12 (Synonym: HCI-2509) verwendet.

f33

LSD1 weist strukturelle Ahnlichkeiten mit Monoaminoxidasen (MAO) auf**, welche bereits im

Rahmen psychiatrischer Erkrankung klinisch verwendet wurden’. Daher hat man zun&chst
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Derivate dieser, wie bspw. GSK-690 und GSK2879552, zwecks LSD1-Hemmung entwickelt**
4_Wahrend in hamatologischen Erkrankungen und dem kleinzelligen Bronchialkarzinom
teilweise ausgepragte Effekte auf die Proliferation nachgewiesen werden konnten, zeigten sich
in weiteren untersuchten soliden Tumoren keine oder nur geringe proliferationsinhibierende
Effekte*?*°. In nicht-tumorassoziierten Zellkultursystemen allerdings zeigte der GSK-690-
Inhibitor bei der Behandlung von Adipozyten im Rahmen von metabolischen Studien Wirkung

und konnte den LSD1-induzierten Einfluss aufheben®.

In einem umfassenden virtuellen "Screening" und folgenden biochemischen Analysen haben
Sorna et al. eine neue Gruppe von spezifischen und reversiblen LSD1-Inhibitoren entdeckt,
die N‘(-1-Phenylethyliden) - benzohydrazide, wobei der C12-Inhibitor als Leitsubstanz
hervorging*. Im Gegensatz zu den MAO-basierten Inhibitoren konnten unter C12-Behandlung
auch Uberzeugende Effekte auf solide Tumoren wie dem Adenokarzinom der Lunge, Ewing-
Sarkome, Prostata- und Endometriumkarzinome gezeigt werden®>47-4974,

Die genaue Bindungsstelle des Inhibitors ist nicht bekannt; die Zunahme von dimethyl-H3K4/9
in Zelllinien und in in-vivo Experimenten weist jedoch auf eine Hemmung der katalytischen
Funktion hin®>4¢,

In hauseigenen Studien konnte gezeigt werden, dass die C12-Behandlung die LSD1-
Expression selbst herunterreguliert, was auf einen positiven ,Feedback-Mechanismus
hindeutet. Weiterhin kommt es, unter Inhibierung, zu einer verkirzten Halbwertszeit von LSD1
in Lungenadenokarzinomzellen und Hepatomazellen 4>°. LSD1 wird durch das Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS) streng reguliert ">77, was zu der Annahme fiihrt, der beschleunigte
LSD1-Turnover sei moglicherweise Folge einer alterierten Interaktion mit UPS-Proteinen. In
Einklang mit diesen Beobachtungen legt eine von Sehrawat et al. durchgeflhrte in-silico
Untersuchung der Inhibitor/LSD1-Bindung nahe, dass der Hemmstoff nicht an der
katalytischen Domane, sondern an der H3-Bindungsstelle ansetzt, wodurch die veranderten

Proteininteraktionen erklart werden kénnten’®.

Zusammenfassend weisen die durchgeflihrten Studien darauf, dass C12 die LSD1-Funktion
auf mehreren Ebenen verandert:

¢ Die direkte Hemmung der katalytischen Funktion

e Alteration der Protein-Protein-Interaktion

¢ Transkriptionelle Repression von LSD1 durch positiven Feedback-Mechanismus

e Verklrzte Halbwertszeit

Aus der vielfaltigen Wirkung des C12-Inhibitors resultiert eine Herunterregulation von
6071/5529 Genen - und Heraufregulation von 6494/5832 Genen in Hepatomazellen
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(HepG2/Huh7, padj </= 0,01). In Lungenadenokarzinomzelllinien wurden 4313/4514 Gene
negativ und 3933/4861 Gene positiv reguliert (A549/PC9, padj </= 0,01). Vergleichende
Analysen der Expressionsprofile zeigen hierbei, dass krebs- und organspezifische
Veranderungen auftreten, aber auch zelltyptbergreifend Signalwege der Proliferation, des
Zellmetabolismus und der Mitochondrienfunktion bzw. -homdostase von den

Expressionsveranderungen beeinflusst wurden.

5.2 Konsequenzen der pharmakologischen LSD1-Hemmung auf den

Zellmetabolismus

Die durch C12-Behandlung betroffenen Signalwege wurden in der vorgelegten Arbeit
hinsichtlich ihrer Folgen fur die analysierten Krebszelllinien untersucht.

Dabei weisen die Ergebnisse auf eine akzentuierte Herunterregulation von Genen der
Glykolyse und des mitochondrialen Elektronentransports in den Hepatomazellen. Dieser Effekt
war in den anderen Zelllinien ebenfalls vorhanden, aber deutlich weniger stark ausgepragt. In
allen untersuchten Zelllinien, konnte eine Induktion von mitophagieassozierten Genen
festgestellt werden.

In der Tat konnten Duteil et. al bereits in Zellkultursystemen und in-vivo Mausstudien
beweisen, dass LSD1 mannigfaltige Effekte auf den Zellstoffwechsel in Adipocyten hat. Die
pharmakologische Hemmung, sowie die Anwendung adipozytenspezifischer LSD1-,knock-

out Konstrukte filhrten zu einer Repression von Genen der OXPHOS und zu einer

557 Der Einfluss von LSD1 auf den

Positivregulation von glykolyseassoziierten Genen
Metabolismus konnte auch von anderen Arbeitsgruppen bestatigt werden’®. Letztendlich
konnte der transkriptionelle Einfluss von LSD1 mithilfe der Chromatin-Immunoprazipitation
(ChIP) belegt werden. So konnte gezeigt werden, dass die Promotoren metabolischer,
insbesondere glykolyseassoziierter, Gene nach LSD1-Inhibierung ein verandertes H3-
Methylierungsmuster zeigen und damit direkte Ziele der LSD1-Regulation sind. Weitere
divergent exprimierte Gene scheinen jedoch indirekt reguliert zu werden; hier wurde z.B. das
Zusammenspiel mit dem Transkriptionsfaktor Nrf1 beobachtet®>®’. Es ist daher anzunehmen,
dass die von uns gefundenen Veranderungen des metabolischen Expressionsprofils ebenso
Folge einer Kombination aus direkten LSD1-vermittelten und indirekten Effekten ist. In der hier
vorgestellten Arbeit zeigt sich bezlglich der Gene der Glykolyse ein kontrarer Effekt. Unsere
Ergebnisse zeigen, v.a. in den Hepatomazellen, nach LSD1-Hemmung eine transkriptionelle
Repression; in der von Duteil et al. durchgeflihrten Studie wurde in den Adipocyten eine
Heraufregulation beobachtet, was im Rahmen des Kontextes und des grundlegend

veranderten Metabolismus von Krebszellen gewertet wird®®',
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Da sowohl epigenetische Veranderungen als auch die metabolische Umprogrammierung in
Krebszellen zu den von Weinberg und Hanahan vorgeschlagenen ,Hallmarks" gehoren, ist der
beobachtete LSD1-Einfluss fur mdgliche therapeutische Einsatzmoglichkeiten von
besonderem Interesse?*®2. Bereits Otto Warburg hatte vor etwa 100 Jahren erkannt, dass
Krebszellen Stoffwechselveranderungen aufweisen. Die Hypothese, dass Zellen unter
bestimmten Bedingungen eine aerobe Glykolyse durchfiihren, ist unter dem ,Warburg-Effekt"
bekannt 8. Die Komplexitat unserer Ergebnisse weist jedoch auf Veranderungen die (iber
diesen Effekt, bzw. seine Konversion hinausgehen. In dieser Arbeit wurde unter LSD1-
Inhibierung eine Suppression von Genen, die fur Untereinheiten der Atmungskette kodieren,
sowie - weniger ausgepragt - eine Suppression glykolytischer Gene beobachtet. Die Resultate
sprechen fur eine Aktivitat beider Wege in nicht behandelten Krebszellen. Entgegen der
Annahme, dass es unter einem reduzierten oxidativen Stoffwechsel zu einer Fokussierung der
Glykolyse kommt, zeigen unsere Ergebnisse keinen Wechsel auf Transkriptionsebene. Damit
einhergehend konnten auch in Hepatomazellen durchgeflihrte praliminare funktionelle
Analysen eine Verminderung der glykolytischen Aktivitat, gemessen an der extrazellularen
Azidifizierung, (,extracellular acidification rate“, ECAR), zeigen (Daten nicht gezeigt). Passend
zu unseren Daten belegen weitere Studien, dass in malignen entarteten Zellen die
mitochondriale Atmung fur das Wachstum und insbesondere fur die Aufrechterhaltung des

malignen Phanotyps notwendig ist®®’.

Unabhangig von dem Energiestoffwechsel ist anzunehmen, dass die pharmakologische
LSD1-Inhibierung durch die Hemmung der genannten Signalwege zu einer Reduktion von
Intermediarprodukten fihrt, die fur den Zellanabolismus notwendig sind und so eine
verminderte Proliferation bedingen®82°.

Zudem stellt sich die Frage, wie sich unter Hemmung von LSD1 das Tumormikromilieu (TME)
verandert, wobei im Rahmen der durchgefuhrten Zellkulturstudien keine konkreten Aussagen
getroffen werden kdnnen. Allgemeinhin ist aber bekannt, dass Krebszellen Metabolite aus dem
TME verwenden, selber Molekule sezernieren und im Wettbewerb sowie im ,Cross-talk® mit
anderen Zellen des Mikromilieus stenen®>*°, Insbesondere die Auswirkungen auf Immunzellen
sind interessant, da gezeigt werden konnte, dass ein Verbrauch bestimmter Aminosauren aus

t°!. Eine zu

dem TME durch Krebszellen den T-Zellmetabolismus und ihre Funktion einschrank
uberprifende Hypothese ware inwiefern der unter LSD1-Inhibierung reduzierte Metabolismus
zu einem verminderten Wettbewerb um Metabolite im TME fihrt und ob sich dies positiv auf

die T-Zellfunktion auswirkt und eine gegen den Tumor gerichtete Immunantwort unterstutzt.

Letztlich belegen unsere Resultate, dass die pharmakologische LSD1-Hemmung einen

ausgepragten metabolischen Einfluss in Hepatomazellen hat und v.a. die mitochondriale
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Zellatmung supprimiert. Neben den Effekten auf die ATP-Produktion sind hier auch weitere
Aspekte, wie die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) mit ihren pro- und
antitumorigenen Effekten zu bedenken®. Diese und weitere Aspekte sollen im nachsten
Kapitel im Kontext der LSD1-Hemmung in Krebszellen mit Fokus auf Hepatomazellen

diskutiert werden.

5.3 Auswirkungen der reduzierten Zellatmung auf die

Tumorprogression nach pharmakologischer LSD1-Inhibierung

Nachdem meine Resultate belegt hatten, dass unter pharmakologischer LSD1-Inhibierung
mittels C12, eine deutliche transkriptionelle Herabregulation von Genen der Atmungskette
vorliegt, zeigten die funktionellen Analysen, dass mit der verminderten Expression auch das
mitochondriale Membranpotential reduziert, der basale Sauerstoffverbrauch erniedrigt und die
ATP-Produktion sowie die maximale Respiration und Reservekapazitat vermindert sind.
Einhergehend mit diesen Veranderungen konnten auch deutliche ultrastrukturelle Alterationen
beobachtet werden.

Der mitochondriale Elektronentransport mit der oxidativen Phosphorylierung ist von zentraler
Bedeutung fir den zelluléaren Energiestoffwechsel®®*®. Dementsprechend konnten zahlreiche
Arbeiten der letzten Jahre belegen, dass die Respiration in diversen Krebserkrankungen, u.a.
im hepatozelluldren Karzinom eine wichtige Rolle spielt und die Hemmung therapeutisch
genutzt werden kann®8, Die hier dargelegten Ergebnisse zeigen, unter LSD1-Hemmung,
eine Kombination aus einem verminderten basalen Sauerstoffverbrauch der Krebszellen, eine
verminderte ATP-Produktion, maximale Respiration und Reservekapazitdt sowie eine
Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials. Hierbei weist die Konstellation der
Ergebnisse eher auf eine mitochondriale Dysfunktion, als auf einen nur verringerten
Energiebedarf der Zellen hin®®%°*° Die Genexpressionsdaten der vorgelegten Studie, sowie
in unserem Labor durchgefilhrte proteomische Analysen'® beweisen eine signifikante
Herabregulation verschiedener Untereinheiten des Komplex | der Atmungskette nach LSD1-
Inhibierung. Aufgrund dieser Daten kann geschlussfolgert werden, dass die beobachteten
Effekte auf eine verminderte Produktion und ggf. Assemblierung dieses Komplexes
zurtckzufuhren sind. Mogliche Folgen sind daher eine geringere ATP-Produktion, eine
gesteigerte ROS-Produktion sowie ein Verlust der NADH/NAD*-Homdostase, die wiederrum
negative Folgen auf die Nucleotidsynthese hat, wobei weitere Untersuchungen nétig sind um
ein besseres Verstandnis der zahlreichen Effekte zu erlangen’'"%. Wie oben bereits erwahnt
gibt es ahnliche metabolische Effekte in Adipocyten nach LSD1-Hemmung bzw. bei

zellspezifischen ,Knock-Outs“, wobei hier nachgewiesen werden konnte, dass LSD1
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metabolische Gene direkt, bzw. in Zusammenspiel mit anderen Faktoren regulieren kann,
sodass wir von einem ahnlichen Mechanismus in Krebszellen ausgehen®’.

Die andauernde mitochondriale Dysfunktion mit dem Zusammenbruch des Membranpotentials
ist ein weithin bekannter Trigger der Mitophagie, ein Prozess bei dem die dysfunktionalen
Organellen abgebaut werden'*'%_ Wie erwartet zeigen die Daten der Expressionsanalyse
eine Hochregulierung verschiedener Mitophagie-Effektoren, u.a. PINK1, wobei der Effekt auf
das Krebszellwachstum und die Proliferation Gegenstand aktueller Diskussionen ist'%'%"_ Um
die Hypothese der Mitophagieinduktion zu Uberprifen wurden ultrastrukturelle
Untersuchungen angeschlossen, wobei hier keine direkte Darstellung des Prozesses maoglich
war. Jedoch waren deutliche morphologische Veranderungen, wie eine Schwellung der
Organellen, eine verminderte Elektronendichte, ein Verlust der Cristae und eine weniger
tubulare Erscheinung erkennbar. Interessanterweise wurden ahnliche Veranderungen bereits
im Kontext von bakteriellen Infektionen und hypoxischen Schaden beobachtet'*® .
Insbesondere die Schwellung der mitochondrialen Matrix wird hierbei auf eine gestorte
Homdostase des lonen-Haushalts zurtickgefihrt und kann letztendlich zur Apoptose der Zelle
fihren''. Die beschriebenen Veranderungen scheinen das morphologische Korrelat der
pharmakologischen LSD1-Inhibierung mit der Dysregulation des Komplex I, dem konsekutiven
Verlust des Membranpotentials und den damit einhergehenden Verlust der mitochondrialen

Integritat darzustellen.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten weisen bisher auf eine verminderte metabolische
Funktion und Plastizitat der Zellen unter LSD1-Hemmung hin. Daneben ist belegt, dass LSD1-
Inhibierung zu einem verringerten Krebszellwachstum und einer verminderten
Proliferationsaktivitat fuhrt®°®. Bisher wurden die Effekte der LSD1-Hemmung auf das
Tumorwachstum und die Dedifferenzierung in Krebserkrankungen auf
Expressionsveranderungen zellzyklusassoziierter und differenzierungsmodifizierender Gene
zurlickgefuhrt**49112113 Dje Ergebnisse lassen allerdings auch die Hypothese zu, dass die
Einflisse auf den Energiestoffwechsel und Metabolismus ebenfalls zum verringertem
Krebszellwachstum beitragen, was wiederrum den therapeutischen Nutzen der LSD1-
Inhibierung unterstreicht. Bislang ist die therapeutische Applikation von direkten Inhibitoren
der Zellatmung bzw. des Stoffwechsels allgemein schwierig, da eine spezifische Hemmung in
malignen Zellen kaum moglich ist und die Anwendung mit einer hohen Toxizitat
einhergeht'*""®_ Da LSD1 in zahlreichen Krebsentitaten iberexprimiert wird?*32"16.17 ynd die
Stoffwechselveranderungen als Folge einer transkriptionellen Regulation gesehen werden,
stellt sich die Frage, ob die die Auswirkungen auf Wachstum und Proliferation krebsspezifisch
sind und daher unerwinschte Auswirkungen auf ruhende, proliferativ inaktive Nicht-

Krebszellen ausbleiben. Allerdings besteht auch die Mdglichkeit eines physiologischen LSD1-
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~Schwellenwertes” in nicht-entarteten Zellen, der unter Hemmung unterschritten wird und noch
unbekannte Folgen in den Zellen des Normalgewebes hat. Bisher zeigt die LSD1-Hemmung
unter Verwendung von C12 jedoch ein giinstiges Nebenwirkungsprofil*>43.74,

Der durch LSD1-Hemmung hervorgerufene anti-neoplastische Effekt kann zudem durch eine
Kombinationstherapie mit Chemotherapeutika bzw. zielgerichteten Medikamenten gesteigert
werden, was gegenwartig auch in klinischen Studien evaluiert wird*>°%°1118.11% Ein ghnlicher
Kombinationsansatz mit Chemotherapeutika wird auch fiir direkte Inhibitoren des
mitochondrialen Stoffwechsels vorgeschlagen®''°.

In einem kiirzlich veréffentlichten Ubersichtsartikel wurde herausgearbeitet, dass Tumorzellen
nach durchlaufener Therapie eine Abhangigkeit vom oxidativen Metabolismus entwickeln und
resistent gegen die angewendeten Medikamente werden®®, wobei dies sowohl in
hamatologischen, als auch in soliden Tumoren nachgewiesen wurde'®®'?. Da die hier
vorgelegten Daten eine mitochondriale Dysfunktion in Folge der pharmakologischen LSD1-
Inhibierung belegen, stellt sich die Frage inwiefern eine kombinierte Therapie mit einem
weiteren Wirkstoff in der Erstlinie suffizient ware, um eben auch diese, vom oxidativen
Metabolismus abhangigen Zellen zu erfassen und das Risiko einer Resistenz bzw. eines
Rezidivs zu senken. Entsprechend kénnte man auch fiir einen Einsatz von LSD1-Inhibitoren
in der Zweitlinie, zur Bekampfung der resistenten Zellpopulation, argumentieren. Zudem ist
davon auszugehen, dass in Zukunft weitere Methoden zur Verfigung stehen, um den Erfolg
einer gegen LSD1 gerichteten Therapie abzuschatzen. So sind aktuell Tracer-Molekdle fir die
Positronen-Emissionstomographie (PET) in Testung, die eine in-vivo Messung des
mitochondrialen Membranpotentials ermdglichen und in Zukunft, neben dem LSD1-

Expressionslevel, als Therapiepradiktor genutzt werden kdnnen'?*.

5.4 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend haben die Ergebnisse der vorgestellten Arbeit belegt, dass die
pharmakologische LSD1-Inhibierung mittels C12 zu weitreichenden Veranderungen des
Expressionsprofils in Krebszellen fuhrt. Vor allem zeigten sich deutliche Alterationen von
metabolischen Signalwegen, wobei eine Repression von Genen verschiedener Untereinheiten
des Komplex | der Atmungskette vordergriindig war. Damit einhergehend konnte auch auf
funktioneller Ebene eine mitochondriale Dysfunktion nachgewiesen werden, welche von

ultrastrukturellen Veranderungen begleitet wurde.

Limitationen der prasentierten Studie sind, dass es trotz der berichteten Spezifitdt des C12-
Inhibitors Hinweise auf unspezifische Effekte gibt und geklart werden muss, inwiefern diese

zu den Auswirkungen auf den Metabolismus beitragen. Um diese Frage zu adressieren, sollten
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5. Diskussion

Experimente mit weiteren Inhibitoren einer anderen Klasse, sowie transiente oder stabile
LSD1-,knock-down“-Experimente  mit  ,small interfering® oder ,small hairpin®
Ribonucleinsauren (siRNA, shRNA) durchgefiihrt werden. Ein weiterer interessanter Ansatz
ware auch, den Einfluss der verschiedenen LSD1-Doméanen auf die metabolischen Effekte zu
untersuchen, indem man die verschiedenen Bereiche, bspw. die ,Tower-Domane, mit einem
CRISPR/Cas9-basierten Ansatz perturbiert. Um die komplizierten Auswirkungen auf und
Wechselwirkungen mit dem TME besser zu verstehen wéaren langerfristig auch in-vivo

Experimente eine wertvolle Erganzung.

Trotz der genannten Limitationen konnten die Resultate der durchgefiihrten Studie
nachweisen, dass die pharmakologische LSD1-Hemmung mannigfaltige Effekte auf den
Stoffwechsel maligner Zellen hat. Hierbei vermuten wir, dass die bereits bekannten
Auswirkungen der LSD1-Inhibierung auf den Zellzyklus und die mitochondriale Dysfunktion
einen synergistischen Effekt haben und so auf mehreren Ebenen das Krebszellwachstum und
die Proliferation hemmen**“°. Die Wichtigkeit einer, gegen den Stoffwechsel maligner Zellen
gerichtete Therapie wird durch aktuelle Studien unterstrichen. Es wurde beobachtet, dass
Krebszellen nach stattgehabter Therapie und im Rezidiv eine Abhangigkeit vom oxidativen
Metabolismus entwickeln kénnen'?"'?®_ Die gezielte LSD1-Blockade mit dem Einfluss auf den
Stoffwechsel konnte bei der Behandlung dieser Tumore eine sinnvolle Erganzung zur

Bekampfung ebensolcher Zellpopulationen darstellen.
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