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Summary

Lung cancer is the leading cause of cancer-reldéaths in the Western world, and 55% of all lung
cancer cases are characterized as the non-smialumglcancer (NSCLC) subtype adenocarcinoma
(LUAD). Despite new therapies that have been dgezlaon recent years, the 5-year survival rate is
still at 20%, which shows that even novel strategiee urgently needed. One of these new stratiEgies
to target epigenetic modifiers and modificatiorspexially the lysine specific demethylase 1 (LSD1).
This is of significant interest because LSD1 retaddranscription by demethylating histone 3 lygine

and 9 (H3K4 and H3K9), which leads to repressioaativation of transcription, respectively.

First, a tissue microarray containing 182 well-cliderized LUAD samples was established.
Expression analysis revealed for the first time tt8D1 is overexpressed in LUAD. Furthermore,
LSD1 upregulation was associated with the gradbetumor and metastasis formation. Next, several
LSDL1 inhibitors were tested for their ability tchibit LUAD cell growth. However, only HCI-2509, a
reversible inhibitor, which is blocking the catatyand the protein interaction site of LSD1, was
shown to efficiently inhibit histone demethylatiarell growth, and migration and invasion capacities
in all tested NSCLC cell lines. Comprehensive eggi@n profiing by means of hybridization
microarrays identified 890 transcripts, which ameergently regulated upon HCI-2509 treatment.
Subsequent pathway analysis using a phosphorylatiamune array revealed a reduction of EGFR
signaling, an important pathway, which is often radatly activated in LUAD. A pronounced
inhibition of tumor growth was not only demonstrhta vitro, but alsoin vivo, using two different
transgenic mouse LUAD models. In the EGFR-drivemdumodel, HCI-2509 treatment was started
after evident tumor formation, which was verifiegegular micro computed tomography (uCT). In a
conditional Cre-dependent KRAS-driven LUAD modelCIF2509 was either applied continuously
during tumor development or only in the last phaseboth cases, HCI-2509 treatment resulted in a

marked and significant reduction of tumor growtld &umor formation.

The inhibition of LSD1, using RNA interference-meting short hairpin constructs (shLSD1),
resulted in the distinct reduction of cell growthdainvasion capacities vitro. Surprisingly, after

crossbreeding doxycycline-inducible shLSD1 miceo iltRAS mice, extreme tumor growth was
observed. Other experimental designs demonstraggdilie level of LSD1 is important, especially
during the tumor initiation and tumor formation pka. Furthermore, in all experimental designs,
shLSD1 mice displayed a stronger proliferation thta in KRAS mice, in which LSD1 expression is
not transcriptionally silenced by shLSD1. In furthexperiments, tumor growth was shown to be

independent of doxycycline, and the immune respar@sealso unaltered by LSD1 knockdown.

In conclusion, the immense effect on NSCLC tumawgh arrest by the non-conventional LSD1
inhibitor HCI-2509, which impedes LSD1 enzyme atyivand also protein interactions, is discussed

as a therapeutic option for novel drug combinastrategies. The discrepancy between the tumor



growth inhibition by HCI-2509 and tumor growth alsgation by transcriptionally LSD1 repression —
even when LSD1 is only repressed in the phaseraferanitiation — points to multifaceted functions
of LSD1. For this reason, the versatile and coodidependent functions of LSD1 in cancer

development will be a central component of futurelies.



Zusammenfassung

Lungenkrebs ist der fihrende Grund fir krebsbedifigtdesfalle in der westlichen Welt; 55 % aller
Lungenkrebsfalle gehdéren zum Subtyp AdenokarzinddAD) des nicht-kleinzelligem Lungenkrebs
(NSCLC). Obwohl in den letzten Jahren neue Therapigtwickelt wurden, liegt die Finf-Jahres-
Uberlebensrate immer noch bei 20 %. Deshalb wewtamgend neue therapeutische Strategien
bendtigt. Eine dieser Strategien hat zum Ziel, epigische Modifikationen und Modifikatoren zu
inhibieren. Vor allem die Lysin-spezifische Demd#se 1 (LSD1) ist hierbei von hohem Interesse.
Diese reguliert die Transkription durch die Demé#gryng von Histon 3 Lysine 4 und 9 (H3K4 und

H3K9), was wiederum zur Aktivierung oder Represgien Transkription fuhrt.

Als erstes wurde ein Gewebe-Microarray (TMA) mit218ut charakterisierten LUAD-Proben
etabliert. Eine Expressionsanalyse offenbarte ztstee Mal, dass LSD1 im LUAD Uberexprimiert
wird. Weiterhin war eine LSD1-Hochregulierung miend Tumorgrad sowie der Metastasierung
assoziiert. Hiernach wurden LSD1-Inhibitoren aufeil-ahigkeit, das Wachstum von LUAD zu
inhibieren, getestet. Allerdings zeigte nur HCI-25&in reversibler Inhibitor, der sowohl die
enzymatische Aktivitat als auch die Protein-Proteieraktionen von LSD1 inhibiert, eine effiziente
Inhibierung von Histon-Demethylierung sowie desh&athstums, -migration und -invasion in allen
getesteten NSCLC-Zelllinien. Mittels umfangreicheExpressionsanalysen durch einen
Hybridisierungs-Microarray wurden 890 Transkripteentifiziert, die nach HCI-2509 Behandlung
divergent exprimiert wurden. Die darauffolgenderaigieganalyse mittels eines Phosphorylierungs-
ImmunArrays deckte eine Reduzierung der Signalgdee EGFR-Signalwegs auf. Das ist ein
wichtiger Signalweg, der im LUAD haufig abweicheaktiviert vorliegt. Eine deutliche Reduzierung
des Tumorwachstums konnte nicht naorvitro, sondern auclkhn vivo mittels zweier verschiedener
LUAD-Mausmodelle nachgewiesen werden. Im EGFR-gbnen Tumormodell startete die HCI-
2509-Behandlung, nachdem die Tumorentstehung duvictro-Computed Tomography (uCT)
verifiziert wurde. In einem konditionellen Cre-akérten, KRAS-abhangigen Mausmodell wurde
HCI-2509 entweder kontinuierlich wahrend der Tunmbnécklung oder in der spaten Phase gegeben.
In beiden Modellen resultierte die Behandlung mi€l#2509 in eine deutliche und signifikante

Reduktion des Tumorwachstums und der Tumorentstehun

Die Inhibierung von LSD1 mittels einer RNA-Interéeiz durchshort hairpin-Konstrukte (shLSD1)
resultierte in einer eindeutigen Reduktion von w&elthstum und Invasionsvermégen vitro.
Uberraschenderweise wurde ein sehr starkes Tumbsian beobachtet, nachdem ein Doxycyclin-
induzierbares shLSD1-eprimierendes Mausmodell & KRAS-Modell eingekreuzt wurde. Weitere
experimentelle Entwuirfe zeigten, dass der Level ¥ @D1 vor allem wahrend der Phasen der
Tumorinitiation und Tumorentstehung wichtig ist. Fardem wurde in allen Experimenten mit
shLSD1-Méausen festgestellt, dass diese Mause @untiah hohere Proliferationsrate haben als die

Mause, deren LSD1-Gehalt normal war. In weiterepefimenten wurde schlie3lich deutlich, dass



das Tumorwachstum unabhéngig von der DoxycyclingGabund auch die Herunterregulierung von

LSD1 die Immunantwort nicht verandert.

Da der unkonventionelle LSD1-Inhibitor HCI-2509 @m immensen Effekt auf das NSCLC-
Tumorwachstum hat, wird HCI-2509 als therapeutis@mion fir neue Kombinationsstrategien
diskutiert. Die Diskrepanz zwischen dem wachstuhibierenden Effekt von HCI-2509 und dem
starken Tumorwachstum nach transkriptioneller Regiom von LSD1 — selbst, wenn letzteres nur
wahrend der Tumorinitiation herunterreguliert wirddeutet auf eine facettenreiche Funktion von
LSD1 hin. Deshalb wird ein Hauptaugenmerk in zukgeh Studien auf der vielseitigen und

konditionsabhangigen Funktion von LSD1 wéahrendTdenorentwicklung liegen.



