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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorgelegten Arbeit wurden in einer Kohorte von monomorphen epitheliotropen
intestinalen T-Zell Lymphomen, die sich innerhalb der Entitaten peripherer T-Zell Lymphome
durch besonders schlechte Uberlebensdaten und hohe Chemotherapieresistenz auszeichnen,
genomische Veranderungen analysiert. Dabei habe ich entitatstypische Aberrationen im
proliferationstreibenden Signalweg der Januskinasen (JAK) und Signal Transducer and
Activator of Transcription (STAT) Transkriptionsfaktoren sowie Mutationen, die zu einem
Verlust von Suppressor of variegation 3-9, Enhancer of zeste, and Trithorax Domain
Containing 2, Histone Lysine Methyltransferase (SETD2) fiihren, gefunden. Der SETD2
Verlust ist in einigen Tumorentitdten bekannt und das Protein gilt als Tumorsuppressor mit
Einfluss auf die DNA-Reparatur. Es ist bisher keine mechanistische Aufklarung der hohen
Entitatsspezifitat, insbesondere in Hinsicht auf mogliche nétige zweite treibende Mutationen
erfolgt. In der vorliegenden Arbeit konnte ich in Zelllinienmodellen zeigen, dass es durch den
Verlust von SETD2 zu einer Modulation der Sensitivitat gegenuber Chemotherapeutika durch
gestorte Reparatur von DNA-Schaden kommt. Allerding fuhrte ein isolierter SETD2 zu einer
verlangsamten Proliferation und stellt damit abhangig vom Zellhintergrund einen Nachteil dar.
Mittels gezielter Aktivierung des JAK/STAT Signalweges habe ich gezeigt, dass der
Proliferationsnachteil des SETD2 Verlusts durch die proliferationsférdernde Signalkaskade in
vitro Gberwunden werden kann und somit demonstriert, wie der Verlust von SETD2 abhangig
vom zellularen Hintergrund zur Tumorentwicklung in bestimmten Entitaten beitragen kann.
Ein weiterer epigenetischer Modulator, fur den in verschiedenen Tumorentitaten Alterationen
bekannt sind, die zum Tumorwachstum beitragen, ist die Histonmethyltransferase Enhancer
of Zeste Homolog 2 (EZH2). Es wurden verschiedene Inhibitoren entwickelt, die bisher nicht
hinsichtlich mdglicher negativer Effekte analysiert wurden. In der vorgelegten Arbeit habe ich
gezeigt, dass EZH2 in T-Zell Neoplasien hoch exprimiert und funktional ist. Das bietet die
Rationale des Einsatzes spezifischer Inhibitoren. Ich habe jedoch aufgedeckt, dass die EZH2
Inhibition oder der Verlust von EZH2 keinen Einfluss auf die Zellproliferation in Tumorzelllinien
mit T-Zell Hintergrund haben. Zudem habe ich gezeigt, dass unter EZH2 Inhibition mittels S-
Adenosylmethionin (SAM) kompetitiver Inhibitoren eine Erhéhung der Resistenz gegentber
dem typischen Medikament Oxaliplatin induziert wird. Ich konnte beweisen, dass es sich um
einen EZH2-unabhangigen Nebeneffekt handelt, der spezifisch fur SAM-kompetitive EZH2
Inhibitoren ist. Die Resistenz wurde auf einen verstarkten Efflux durch die Erhdéhung der
Expression der Sterol Regulatory Element Binding Factor 1 und 2 sowie der ATP Binding
Cassette Transporter G1 und 2 zurtickgefuhrt. Durch eine gleichzeitige Inhibition ebendieser
wurde die Induktion der Resistenz gegenlber Oxaliplatin mittels SAM-kompetitiver EZH2
Inhibitoren verringert und somit ein Mechanismus, der zur Erhdhung der Oxaliplatinresistenz
mittels SAM-kompetitiver EZH2 Inhibitoren flihrt, demonstriert.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Periphere T-Zell Lymphome und T-Zell Leukamien

T-Zell Neoplasien umfassen eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, die sich stark im
Reifungsgrad der zugrundeliegenden Zellen sowie in ihrer klinischen Prasentation,
Pathobiologie und Prognose unterscheiden kénnen (Alaggio et al. 2022). Unreifzellige T-Zell
Leukamien beschreiben Tumorentitaten, die auf T-Zell Vorlauferzellen zurlickzufiihren sind
und somit noch keine thymische Reifung durchlaufen haben. Reifzellige T-Zell Lymphome
hingegen umfassen transformierte T-Zellen, die nach der thymischen Reifung entstanden sind.
T-Zell Akute Lymphatische Leukamien (T-ALL) werden in mehrere Subentitaten unterteilt, die
ein aggressives Wachstumsverhalten zeigen und anhand des Immunphanotyps und
genetischer Aberrationen wie dem Vorhandensein verschiedener Fusionsproteine, die zur
Deregulation des Homeobox A Transkriptionsfaktors fihren, unterschieden werden (Arber et
al. 2022). Im Erwachsenenalter umfassen T-ALL etwa 25 % aller lymphatischen Leukamien
(Swerdlow et al. 2008). Neben der kortikalen T-ALL wird besonders die Subentitat der Early
T-Cell Precursor (ETP) ALL unterschieden. Letztere hat mit einer 5-jahrigen Uberlebensrate
von etwa 13 bis 34 % im Vergleich zu 62 % eine deutlich schlechtere Prognose (Ma et al.
2012; Marks et al. 2009; van Vlierberghe et al. 2013).

Periphere T-Zell Non-Hodgkin Lymphome (PTCL) sind eine Gruppe seltener Tumorentitaten,
die eine ungunstige Prognose aufgrund begrenzter Therapieméglichkeiten haben (Alaggio et
al. 2022; Gisselbrecht et al. 1998). Es werden nodale, extranodale und leukdmische Subtypen
unterschieden, wobei etwa zwei Drittel durch primar-nodale und ein Drittel durch primar-
extranodale Typen gebildet werden (Feller u. Diebold 2004b; Feller u. Diebold 2004a). Diese
unterscheiden sich zum Teil stark in ihrer Prognose sowie dem Ansprechen auf etablierte
Chemotherapeutika und missen deshalb detailliert als Entitaten betrachtet werden.

Die am haufigsten in der Haut auftretenden Lymphome sind kutane T-Zell Lymphome (CTCL)
(Rangoonwala u. Cascella 2022). Die Prognose ist vergleichsweise gut mit einer 5-jahrigen
Uberlebensrate von etwa 52 bis 74 % (Agar et al. 2010; Scarisbrick et al. 2015).

Eine der haufigsten primar nodalen PTCL sind Anaplastisch-gro3zellige Lymphome (ALCL).
Es werden verschiedene Subtypen unterschieden. Neben den Typen primar kutane ALCL und
Brustimplantat-assoziierte ALCL gibt es systemische ALCL, welche weiterhin abhangig vom
Vorhandensein einer aktivierend wirkenden Translokation im Anaplastische Lymphomkinase
(ALK) Gen in ALCL, ALK positiv (ALCL, ALK+) und ALCL, ALK negativ (ALCL, ALK-) unterteilt
wird. ALCL umfassen etwa 2 % aller Lymphome und haben mit einer 70 %igen 5-jahrigen
Uberlebsrate eine relativ gute Prognose (Ferreri et al. 2013; Alotaibi et al. 2021; Vose et al.
2008). Die Prognose der Unterpopulation der ALCL, ALK- hingegen ist mit einem 5-jahrigen
Uberleben von 49 % geringer (Vose et al. 2008).
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Zu den primar extranodalen, nicht primar leukédmischen und nicht primar kutanen PTCL gehort
unter anderem das Hepatosplenische T-Zell Lymphom (HSTCL). Sie gehdéren weiterhin zu
einer Subgruppe von peripheren T-Zell Lymphomen, die einen yd T-Zell Rezeptor tragen. Es
handelt sich um eine seltene Art Lymphom, die hauptsachlich junge Patienten betrifft, ein
schnelles Tumorwachstum zeigt und eine schlechte Prognose mit einem 5-jahrigen Uberleben
von weniger als 10 % hat (Nosari et al. 1999; Pro et al. 2020; Vose et al. 2008).

Eine seltene Entitat von extranodalen PTCL, die im Intestinum auftritt, mit Zoliakie in
Verbindung steht und vermehrt in Nordeuropa auftritt, ist der Subtyp der Enteropathie-
Assoziierten Intestinalen T-Zell Lymphome (EATL) (Delabie et al. 2011; Gough et al. 1962;
Verbeek et al. 2008). Die mediane Uberlebensrate umfasst zehn Monate und das 5-jahrige
Uberleben 20 % (Delabie et al. 2011). Seit der Neuklassifikation peripherer T-Zell Lymphome
durch die World Health Organisation 2016 wurden die vormals als EATL Typ | und Typ I
bezeichneten Entitdten in Enteropathie-Assoziierte Intestinale T-Zell Lymphome und
Monomorphe Epitheliotrope Intestinale T-Zell Lymphome (MEITL) aufgeteilt (Swerdlow et al.
2016). Da MEITL keinen Bezug zur Zdliakie haben und vermehrt im asiatisch stammigen
Raum auftreten, wurden sie als eigenstandige Entitdt anerkannt (Tse et al. 2012). Die
Prognose ist mit einer medianen Uberlebensrate von sieben Monaten schlecht (Tan et al.
2013). Dies ist unter anderem auf das rasche Tumorwachstum und die hohe priméare Resistenz
gegenuber etablierte Chemotherapeutika zurtickzufihren (Muramoto et al. 2022; Cavalieri et
al. 2021; Stojanoski et al. 2022).

Die MEITL Tumorzellen haben ein monomorphes Auftreten und exprimieren typischerweise
die Oberflachenmarkern Cluster of Differentiation (CD) 8 und CD56 sowie den yd T-Zell
Rezeptor haufiger als den a3 T-Zell Rezeptor (Deleeuw et al. 2007; Chan et al. 2011). Auch
Doppelnegativitat fur yd T-Zell Rezeptor und ap T-Zell Rezeptor wurden beschrieben (Afzal et
al. 2020). Weiterhin kénnen die Tumorzellen immunophanotypisch anhand der Positivitat fr
die typischen Marker CD3 und T-Zell intrazellulares Antigen 1 (TIA-1) sowie der Kombination
CD4resatvcD8rositv grkannt werden (Tse et al. 2012; Kasinathan 2021; Veloza et al. 2023).
MEITL zeigen zudem charakteristische Mutationsmuster. Dazu zahlen unter anderem
Mutationen in Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM), G-Protein gekoppelten Rezeptoren, sowie
verschiedenen Vertretern des Januskinase (JAK)/ Signal Transducer and Activator of
Transcription (STAT) Signalwegs, welche das Tumorwachstum beeinflussen (Nairismagi et al.
2016; Roberti et al. 2016; Tomita et al. 2020).

Obwohl sich die Uberlebensraten bei peripheren T-Zell Lymphomen verbessert haben, ist das
5-jahrige Uberleben weiterhin gering. Die Verbesserung der Prognose ist auch auf den Einsatz
neuer Wirkstoffe wie spezifische Inhibitoren onkogener Proteine zurtickzufiihren (Ma et al.
2020b).
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Die Erstlinientherapie umfasst meist das CHO(E)P Behandlungsregimen, welches sich aus
Cyclophosphamide (C), Doxorubicin/ Hydroxydaunorubicin (H), Vincristin/ Oncovin (O), und
Prednisolon (P) mit optionalem Etoposid (E) zusammengesetzt (Wilhelm et al. 2016). Bei
transplantationsgeeigneten Patienten erfolgt meist eine konsolidierende autologe
Stammzelltransplantation (d'’Amore et al. 2012; Kim et al. 2007). Die Zweitlinientherapie
hingegen basiert hauptsachlich auf Platinanaloga. Ein haufig in der Lymphomtherapie
genutztes Medikament ist Oxaliplatin, ein Platinderivat der dritten Generation, welches von
Cisplatin abgeleitet wurde (Kidani et al. 1978; Houot et al. 2022; Yao et al. 2013; Mounier et
al. 2013). Obwohl es sich bei Oxaliplatin um ein seit mehr als 20 Jahren urspriinglich zur
Anwendung bei kolorektalem Karzinom zugelassenes Medikament handelt, wird der
Wirkmechanismus diskutiert (Ibrahim et al. 2004). Es wurden sowohl Hinweise fur einen
Mechanismus analog zu Cisplatin tUber DNA-Plattinierung sowie einen unabhangigen
Mechanismus Uber ribosomalen Stress gefunden (Hah et al. 2007; Bruno et al. 2017).
Biologisch junge Patienten erhalten bei identifiziertem geeigneten Spender eine

konsolidierende allogene Stammzelltransplantation (Hopfinger et al. 2021).

1.2 Regulation der Transkription eukaryotischer Gene

Die Transkription eukaryotischer Gene wird in weiten Teilen durch Modulation der Initiation der
RNA-Polymeration durch die RNA-Polymerase Il bestimmt, welche fir die Transkription
Protein-kodierender Gene verantwortlich ist. Diese Regulation hat meist mehrere Ebenen von
aktivierenden und reprimierenden Mechanismen.

Einen wichtigen Bestandteil bilden dabei die Promotoren Goldberg-Hogness-Box oder TATA-
Box sowie Initiatorelement, die fir eine erhdohte Bindungsaffinitdt der Untereinheit
Transkriptionsfaktor IID des RNA-Polymerase Il Prainitiationskomplex an die DNA sorgen
(Lifton et al. 1978; Xi et al. 2007; Sawadogo u. Roeder 1985). Sequenzen eukaryotischer DNA,
die zu einer Verstarkung der Transkription fihren, werden Enhancer genannt. Diese liegen
zum Teil weit vor dem Start der Transkription, kdnnen die Transkription jedoch ebenfalls
regulieren. Dafiir wird DNA-Looping, das Formen von DNA-Schleifen, um regulatorische
Einheiten und Transkripitionstartsequenzen in rdumliche Nahe zu bringen, verwendet
(Matthews 1992; Cooper 2000).

1.2.1 Transkriptionsfaktoren

Sowohl Promotoren als auch Enhancer bilden Ansatzpunkte fiir Proteine, die die Aktivitat der
RNA-Polymerase Il beeinflussen kénnen. Diese werden Transkriptionsfaktoren genannt. Die
Proteine erkennen exakte regulatorische Gensequenzen und wirken so nur auf spezifische
Zielgene. Innerhalb der Transkriptionsfaktoren existieren sowohl aktivierend als auch

reprimierend wirkende Proteine.
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Transkriptionelle Aktivatoren haben aufgrund ihrer zentralen Rolle einen hohen Stellenwert in
der Forschung. Sie bestehen mindestens aus einer DNA-Bindedomane sowie einer Domane,
die Uber Interaktion mit dem RNA-Polymerase Il Prainitiationskomplex zur Modulation der
Aktivitat der Polymerase Il fihrt. Die DNA-Bindedomane wird gebildet aus wiederkehrenden
Motiven wie beispielsweise dem Zink-Finger-Motiv oder dem Helix-turn-Helix-Motiv (Brown et
al. 1985; Qian et al. 1992). Die Aktivierungsdomanen hingegen sind weniger gut
charakterisiert, kdnnen aber beispielsweise Uber eine hohe Anzahl negativ geladener
Aminosauren oder Prolin- und Glutaminresten flr die Protein-Protein-Interaktion sorgen.
Reprimierend wirkende Transkriptionsfaktoren wirken entweder indirekt, indem die Bindung
des Aktivators oder der RNA-Polymerase Il blockiert wird oder direkt Uber Protein-Protein-
Interaktion analog zu transkriptionelle Aktivatoren. Auch in diesem Fall besteht eine groRRe
Variation von Motiven, beispielsweise Alanin-reiche oder Prolin-reiche Motive sowie Motive mit

einer hohen Anzahl negativ geladener Reste (Licht et al. 1990; Kuhn et al. 2001).

1.2.2 Epigenetische Modulation

Epigenetische Modifikationen bewirken eine Verstarkung oder Erniedrigung der
Transkriptionsrate und damit das Vorhandensein bestimmter Proteine in der Zelle, ohne dass
genetische Mutationen auftreten oder Transkriptionsfaktoren die Aktivitat der RNA-
Polymerase Il verandern. Stattdessen bewirken chemische Veranderungen an der DNA oder
den DNA-assoziierten Histonen eine veranderte Transkription. Somit bilden sie eine zweite
wichtige Instanz der Transkriptionskontrolle, die in der aktuellen Krebsforschung von
wachsendem Interesse ist (Holliday 2006). Fir die epigenetische Modulation sind
verschiedene Mechanismen bekannt von denen eine Auswahl in Abbildung 1 gezeigt ist.

EZH2 e Histon-
Uberexpression " methyltransferase

Histon-
demethylasen

|
DNA- |
Methyltransferase

Protein- N %ﬁ' |\ deacetylase
kinase \
/\ Histon-
acetyltransferase
- DNA-

Demethylase

- Aktivierung Phosphatase DNA-Methylierung

—| Inhibition <}> Histon-Acetylierung
. . + Histon-Phosphorylierung
Nukleosom mitumwickelter DNA
+ Histon-Methylierung

Abbildung 1 Schematische Darstellung epigenetischer Modifikationen mit den zugehorigen
verantwortlichen Proteinklassen. Die Abbildung zeigt eine exemplarische Auswahl der bekannten
epigenetischen Veranderungen. Der Einfluss der in der Arbeit analysierten, in Tumoren veranderten
Histonmethyltransferasen SETD2 und EZH?2 ist gekennzeichnet. Adaptiert nach Lai und Wang (Lai
u. Wang 2021).
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1.2.2.1 DNA-Methylierung

Die DNA kann an Kohlenstoff 5 des Cytosinrests durch DNA-Methyltransferasen methyliert
werden, wodurch 5-Methylcytosin gebildet wird (Abb. 1). Dies tritt besonders gehauft auf an
Cytosin, das vor Guanin auftritt. Diese Struktur wird CpG-Dinukleotid genannt. Die DNA-
Methylierung sorgt flir verminderte Transkription, wenn sie in der Nahe des Promotors auftritt,
da dort das Methyl-CpG-Bindende Protein 2 bindet und dadurch die Transkription unterdriickt.
Ein Zusammenhang von aberranter DNA-Methylierung mit psychiatrischen und
Autoimmunerkrankungen und Krebswachstum wurde gefunden, wobei die Relevanz des
Mechanismus‘ abhangig vom beispielsweise zellularen Kontext unklar bleibt (Labonté et al.
2013; Greger et al. 1989; Quddus et al. 1993; Sutter u. Doerfler 1980; Sapozhnikov u. Szyf
2021; Pacis et al. 2019; Mutskov u. Felsenfeld 2004).

1.2.2.2 Histonmodifikationen

Die DNA eukaryotischer Zellen liegt gebunden an Vertreter der Proteinfamilie der Histone vor.
Dabei werden 146 bp DNA um je zwei Molekile Histon 2A, Histon 2B, Histon 3 und Histon 4
gewickelt und bilden so ein Nukleosom. An der DNA-Eintrittsstelle bindet zudem ein
zusatzliches Molekul des Histon 1 (Kornberg 1977; Luger et al. 1997). Nukleosome werden
weiter zu héheren Strukturen kondensiert, wodurch Chromatin gebildet wird. Modulation der
Zuganglichkeit des Chromatins beeinflusst die Aktivitdt der RNA-Polymerase |l deutlich, da
Transkription nur an aufgelockertem Chromatin stattfinden kann.

Es existieren verschiedene Mechanismen der Histonmodifikationen (Abb. 1). Dazu zahlen
beispielsweise die Acetylierung oder Phosphorylierung. Diese kénnen die Transkriptionsstarke
durch Veranderung der Kondensation der DNA modulieren (Allfrey et al. 1964; Zhang et al.
2002; Dion et al. 2005; Chadee et al. 1999). Neben transkriptionellen Veranderungen kann
auch die DNA-Damage-Response beeinflusst werden (Luo et al. 2000). Ein gut
charakterisiertes Beispiel ist die Phosphorylierung des Serin 139 von Histon 2AX (yH2AX).
Diese Modifikation wird fir verschiedene Arten der DNA-Reparatur wie homologe
Rekombination oder der Reparatur von Doppelstrangbriichen durch die Rekrutierung
verschiedener Proteine, die fur die Reparatur erforderlich sind, benétigt (Downs et al. 2000;
Xie et al. 2007; Stucki et al. 2005). Aufgrund der weitreichenden Einflisse werden
Veranderungen der Histonacetylierung oder -Phosphorylierung mit maligner Transformation
von Zellen in Zusammenhang gebracht (Ungerstedt et al. 2005; Lau et al. 2011; Strelkov u.
Davie 2002; Skaland et al. 2007).

Ein weiterer Mechanismus zur Modulation der Zuganglichkeit des Chromatins ist die
Histonmethylierung. Diese kann an Lysin- und Argininresten der Histone auftreten und
abhangig von der Position des veranderten Rests kann mit der Methylierung sowohl
Aktivierung, beispielsweise Lysin 4 an Histon 3, als auch Repression, beispielsweise Lysin 27

an Histon 3, der Transkription einhergehen. Lysinreste kénnen mono-, di- oder trimethyliert
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vorliegen, was unterschiedliche Auswirkungen auf die Transkription haben kann (Abbas et al.
2010; Shoaib et al. 2021; Schotta et al. 2004). Vertreter der Proteinfamilie der Protein Arginin
Methyltransferasen sind fir die Argininmethylierung und Histone Methyltransferasen fir
Lysinmethylierung verantwortlich. Aberrante Histonmethylierung wurde in Zusammenhang
beispielsweise mit der Entwicklung von degenerativen Erkrankungen des Nervensystems,
Herzkreislauferkrankungen und Neoplasien gebracht (Zheng et al. 2019; Wierda et al. 2015;
Wang et al. 2007).

1.3 SETD2

Suppressor of variegation 3-9, Enhancer of zeste, and Trithorax Domain Containing 2, Histone
Lysine Methyltransferase (SETD2) ist eine Histon Lysin Methyltransferase, die fur die
Trimethylierung des Lysin 36 des Histon 3 (H3K36me3) verantwortlich ist (Edmunds et al.
2008). Diese Histonmodifikation bewirkt die Aktivierung der Transkription von Zielgenen.
SETD2 wurde erstmals als Interaktionspartner von Huntingtin beschrieben (Faber et al. 1998).
Seine Funktion umfasst die Regulation der DNA-Damage-Response Uber die Aktivierung des
Proteins ATM und die Bildung von prasynaptischen RAD51 Filamenten, sowie die
Prozessierung von pra-mRNA Uber die Regulation des alternativen Spleiltens (Carvalho et al.
2014; Simon et al. 2014).

SETD2 kann zudem Funktionen unabhangig von H3K36me3 Ubernehmen. Es ist erforderlich
fur die Aufrechterhalten der genomische Stabilitat, die Interferonantwort durch direkte
Methylierung von STAT1, sowie die stressinduzierte Apoptose liber Tumor Protein P53 (TP53)
(Chiang et al. 2018; Chen et al. 2017; Carvalho et al. 2014).

Physiologisch ist eine hohe SETD2 Expression in hamatopoetischen und lymphoiden
Vorlauferzellen nétig, da SETD2 fiir die T-Zell Rezeptor Umlagerung in Thymozyten sowie die
Umlagerung der schweren Kette des Immunglobulins in B-Zellen benétigt wird (Ji et al. 2019).
In malignen Zellen ist SETD2 als Tumorsuppressor beschrieben. Diese Funktion ist jedoch
stark abhangig von der Tumorentitdt und dem genomischen Kontext. In akuter myeloischer
Leukdmie (AML) wirkt sich ein Verlust von SETD2 beispielsweise nachteilig auf das
Tumorwachstum durch Beférderung der Differenzierung aus (Skucha et al. 2018), aber in
einem AML-Subtyp mit einem aktivierend wirkenden Fusionsprotein der Lysine
Methyltransferase Mixed Lineage Leukemia1 (MLL1) fihren SETD2 Mutationen mit
Funktionsverlust hingegen zu einem verstarktem Tumorwachstum und
Chemotherapieresistenz (Zhu et al. 2014; Dong et al. 2019). Innerhalb der Gruppe der
peripheren T-Zell Lymphome ist fur die Entitat HSTCL bekannt, dass ein SETD2 Verlust die
Proliferation sowie die Bildung von Kolonien verstarkt und das Tumorwachstum
dementsprechend begunstigt (McKinney et al. 2017). In dieser Entitat tritt der SETD2 Verlust
in etwa 25 % aller Falle auf (Pro et al. 2020). In der Literatur ist der Verlust von SETD2 und

die subsequente Verringerung der H3K36 Trimethylierung auch in MEITL in bis zu 91 % aller
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analysierten Falle wiederholt beschrieben worden (Roberti et al. 2016; Moffitt et al. 2017;
Huang et al. 2020; Tomita et al. 2020). Aufgrund der Haufung der SETD2 Mutationen wurde
der Einfluss auf die MEITL Prognose evaluiert und SETD2 Verlust mit der Pathogenese von
MEITL in Verbindung gebracht (Veloza et al. 2023). In soliden Tumoren wird der SETD2
Verlust ausschlieBlich im klarzelligen Nierenzellkarzinom (ccRCC) in etwa 13 % der Falle
beschrieben. Dieser SETD2 Verlust entsteht entweder durch den Verlust des
Chromosomarms 3p® oder durch somatische Mutationen im SETD2 Gens (The Cancer
Genome Atlas Research Network 2013; Hsieh et al. 2018). Der SETD2 Verlust steht im
Zusammenhang mit einer schlechteren Prognose und verstarkte Metastasierung (Gonzalez-
Rodriguez et al. 2020; Xie et al. 2022).

Es existieren zahlreichen deskriptiven sowie korrelativen Arbeiten zum SETD2 Verlust in den
beschriebenen Tumorentitaten. Dennoch bleibt der molekulare Einfluss des SETD2 Verlusts
auf die Entwicklung von Tumoren und besonders die hohe Entitatsspezifitdt unzureichend
analysiert und bedarf detaillierter Analysen. Da im AML-Subtyp das proliferationstreibende
MLL1 Fusionsprotein, in HSTCL und MEITL aktivierende JAK/STAT-Mutationen und in ccRCC
der Verlust des Proteins von Hippel-Lindau (VHL), welcher ebenfalls zu vermehrter
Proliferation fuhrt, bekannt sind, kann man die Hypothese ableiten, dass eine zweite treibende

Mutation zur Etablierung von Entitaten mit SETD2 Verlust nétig ist (Paulsen 2001).

1.4 EZH2

Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2) ist eine der katalytisch aktiven Untereinheiten des
Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) (Cao et al. 2002). Seine als kanonisch bezeichnete
Funktion umfasst die Trimethylierung des Lysin 27 des Histon 3 (H3K27me3), die zur
Inaktivierung der Transkription bestimmter Zielgene fiihrt (Richly et al. 2011; McCabe et al.
2012). Des Weiteren ist fliir EZH2 eine PRC2-unabhangige, als nicht-kanonisch bezeichnete
Funktion beschrieben, die die direkte Methylierung einzelner Zielproteine zur Folge hat (Lee
et al. 2011). Die kanonische Signalweiterleitung von EZH2 kann teilweise durch das verwandte
Protein Enhancer of Zeste Homolog 1 (EZH1) Gbernommen werden (Margueron et al. 2008).
Neben dem PRC2 Komplex existiert auch der Polycomb Repressive Complex 1 (PRC1),
welcher ebenfalls eine reprimierende Wirkung auf die Gentranskription hat, jedoch andere
Mechanismen nutzt (Wang et al. 2004). Die Bestandteile des PRC1 Komplexes sind weniger
konserviert als die des PRC2 Komplexes (Levine et al. 2002). Der PRC2 Komplex besteht aus
den Proteinen Suppressor of Zeste 12 Homolog (SUZ12), Embryonic Ectoderm Development
(EED), EZH1/2 und Retinoblastoma-Binding Protein 4 (RBBP4) (Kuzmichev et al. 2002). Der
PRC1 Komplex unterdriickt die Transkription von Zielgenen durch Monoubiquitinylierung des
Histon 2A, sowie durch die Inhibition des Umbaus des Nukleosoms und die Verdichtung des
Chromatins (Pengelly et al. 2015; Francis et al. 2004; Shao et al. 1999). Der PRC2 Komplex

hingegen bewirkt die Unterdriickung der Transkription von Zielgenen durch die Trimethylierung
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des H3K27 und der Wirkmechanismus entspricht demnach der kanonischen EZH2 Funktion
(Cao et al. 2002; Nekrasov et al. 2007). Diese Funktion steht auch in Zusammenhang mit dem
Auftreten von Tumoren (Cao et al. 2008). Die Komplexe PRC1 und PRC2 flihren nicht nur
beide zur Repression der Transkription von Zielgenen, es wurde auch gezeigt, dass die
Polycomb Repressive Komplexe bei der Ausiibung der Funktion zusammenarbeiten und zum
Teil voneinander abhangen (Kahn et al. 2016).

Im Kontext maligner Zellen verschiedener Entititen wurde eine Uberexpression, erhdhte
Genkopiezahl von EZH2 oder aktivierende Punktmutationen wie EZH2Y%4™N beschrieben (Kleer
et al. 2003; Bachmann et al. 2006; Saramaki et al. 2006; B6dor et al. 2013). Des Weiteren
steht das Protein im Verdacht, in die Tumorprogression von T-Zell Leukamien involviert zu
sein (D'Angelo et al. 2015). Daruber hinaus wurde auch in reifzelligen T-Zell Lymphomen eine
Uberexpression von EZH2 beschrieben, die mit schlechteren Uberlebensraten korreliert war
(Zhang et al. 2020; Schimann et al. 2021). Dementsprechend wird auch die Inhibition von
EZH2 als potentielle neue Therapie in T-Zell Lymphomen untersucht (Fiskus et al. 2009; Lue
et al. 2019).

Da es sich bei EZH2 Inhibition aufgrund der Uberexpression in PTCL um einen
vielversprechenden Ansatzpunkt handelt, wurden verschiedene Arten von EZH2 Inhibitoren
entwickelt, die sich auch zum Teil bereits in klinischen Studien befinden und sich in vier
verschiedene Untergruppen einteilen lassen (Gulati et al. 2018). Der erste entwickelte EZH2
Inhibitor ist der S-Adenosylhomocystein (SAH) Hydrolaseinhibitor 3-Deazaneplanocin A
(DZNep). Da dieser jedoch zu einer globalen Inhibition der Methyltransferaseaktivitat durch die
Erhéhung des intrazellularen SAH-Gehalts fihrt, handelt es sich nicht um eine EZH2-
spezifische Inhibition (Glazer et al. 1986; Miranda et al. 2009). Eine weitere Moéglichkeit der
EZH2 Inhibition umfasst die Gruppe der EZH2-EED-Disruptoren, welche kompetitiv an der
H3K27 Bindungstasche des PRC2 Komplexes binden, wodurch es zu einer Dissoziation des
Komplexes kommt (He et al. 2017). Die dritte Gruppe besteht aus Inhibitoren, welche
kompetitiv die S-Adenosylmethionin (SAM) Bindungstasche des EZH2 binden. Diese
Inhibitoren kénnen weiterhin in EZH2-spezifische und EZH1/2-Inhibitoren unterteilt werden
(Verma et al. 2012; Knutson et al. 2012; Konze et al. 2013). Die SAM-kompetitiven EZH2
Inhibitoren befinden sich bereits in klinischen Studien, weil fir verschiedene Zellhintergriinde,
darunter auch reifzellige T-Zell Lymphome, eine vielversprechende Reduktion der Zellviabilitat
nachgewiesen werden konnte (ltaliano et al. 2018; Yamagishi et al. 2019). Der EZH1/2-
Inhibitor DS-3201, beispielsweise, zeigt eine erstmalige Studie bei menschlichen Patienten
allgemeine Ansprechraten von 55,6 % und vollstandige Ansprechraten von 24,4 % (Ishitsuka
et al. 2021). Da diese drei Gruppen der EZH2 Inhibitoren ausschliellich in die kanonische

Wirkweise des Proteins eingreifen, wurden zudem Wirkstoffe entwickelt, die selektiv zu einem



Einleitung

Abbau von EZH2 fihren und neben der kanonischen auch die nicht-kanonische Funktion des
Proteins inhibieren kénnen (Ma et al. 2020a).

Neben der EZH2 Inhibition als Monotherapie besteht auch der Ansatz neue epigenetische
Modulatoren mit etablierten Chemotherapeutika zu kombinieren, um die Sensitivitat der
einzelnen Komponenten zu erhéhen (Sun et al. 2019; Xu et al. 2019). Damit einhergehend ist
bereits in der Literatur beschrieben worden, dass EZH2 Inhibition zu einer Sensitivierung
gegeniber DNA-Schaden mittels Doxorubicin oder Strahlentherapie in verschiedenen
getesteten Geweben flhrt (Kuser-Abali et al. 2018) Jedoch ist eine genaue Analyse der
Sensitivitdtsmodulation nétig, um mdgliche nachteilige Effekte auszuschlielen, da in der
Akuten Myeloischen Leukamie eine Erhéhung der Resistenz gegenuber Cytarabin unter EZH2
Inhibition nachgewiesen wurde (Gdliner et al. 2017). Weiterhin wurde auch der Verlust von
PRC2 Komponenten in T-ALL mit einer Erhéhung der Chemotherapieresistenz assoziiert
(Ariés et al. 2018).

1.5 Zielsetzung

Ziel der Arbeit war es, das Auftreten von Veranderungen der epigenetischen Modulatoren
SETD2 und EZH2 in einer MEITL-Patientenkohorte sowie in einer reprasentativen Auswahl
von Zelllinien pra-thymischer und reifzelliger T-Zell Neoplasien auf genetischer, mRNA- und
Proteinebene zu charakterisieren. In der Patientenkohorte sollten sowohl charakteristische,
aus der Literatur bekannte Mutationen beschrieben und Lokalisation und Auswirkungen der
genetischen  Aberrationen  charakterisiert werden. Durch  Analysen der der
Histontrimethylierungsstarke der jeweiligen Ziellysinreste des Histon 3 in der MEITL-Kohorte
und in den Zelllinienmodellen sollte die Funktionalitat der analysierten Genprodukte abgeleitet
werden. In den Zelllinienmodellen sollte anhand einer vom zellularen Ursprung unabhangigen,
etablierten Zelllinie genetische oder Expressionsveranderungen von SETD2 oder EZH2 in
Zelllinien mit T-Zell Neoplasiehintergrund aufgedeckt werden, um eine Rationale flr an diese
Alterationen ansetzende Therapien zu evaluieren.

Aufgrund der in der Literatur beschriebenen Zweitmutationen bei Neoplasien mit SETD2
Verlust wurde die Hypothese aufgestellt, dass proliferationstreibende Aberrationen nétig sind,
damit aus dem SETD2 Verlust ein Wachstumsvorteil entsteht. Dies ware ein Ansatzpunkt fiir
die Entitatsspezifitat. Zur mechanistischen Analyse sollte mittels short hairpin RNA (shRNA)
vermitteltem Knockdown (KD) der Verlust von SETD2 in passende Zelllinienmodelle ohne oder
mit JAK/STAT Signalweg aktivierender Mutation eingebracht und der Einfluss des
Proteinverlusts auf das Zellwachstum sowie das Ansprechen auf gangige, in der
Lymphomtherapie genutzte Erstlinientherapiemedikamente Etoposid und Doxorubicin
evaluiert werden.

Aufgrund des bekannten Einflusses von EZH2 auf das Tumorwachstum wurde die Hypothese

aufgestellt, dass in der klinischen Forschung etablierte EZH2 Inhibitoren auch in T-Zell
9



Einleitung

Neoplasien zu einer verringerten Proliferation fuhren und man daher einen mdglichen
Therapieansatz ableiten kénnte. Zur Bestatigung der EZH2 Spezifitdt sollte ebenfalls ein
shRNA vermittelter KD etabliert werden. Der Einfluss der EZH2 Inhibitoren oder des EZH2
Verlust auf Proliferation und Chemotherapiesensitivitdt gegenliiber Medikamenten der Erst-
und Zweitlinientherapie sollte analysiert werden.

Die aufgedeckten Veranderungen der Chemotherapiesensitivitdt und SETD2 Knockdown bzw.
pharmakologischer EZH2 Inhibition sollten mechanistisch aufgeklart werden, woflr
Durchflusszytometrie-basierte Prifung der DNA-Reparaturmechanismen und
Zellzyklusprogression fiur SETD2 Verlust und Zellzyklusprogression, Apoptose- und
Nekroseinduktion sowie des Wirkstoffeffluxes, mRNA-Sequenzierung und Beweis der
Abhangigkeit der Expressionsveranderungen fur Analysen des EZH2 Verlusts verwendet

wurden.
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2. Material

2.1 Chemikalien, Puffer und Kits

Tabelle 1 Chemikalienliste.

Material

Chemikalie Hersteller Kat #

4x NuPAGE™ LDS-Probenpuffer Invitrogen NPO0007
5-Azacytidin Sigma-Aldrich A2385
5x First Strand Buffer Thermo Fisher Scientific 28025013
6x DNA Ladepuffer Thermo Fisher Scientific R0611

7x Proteaseinhibitor Mix Roche 11836170001
10x Taq Polymerase Puffer Thermo Fisher Scientific AB0301B
20x NuPAGE™ MES SDS Laufpuffer Invitrogen NP0002
Agarose Biozym 840006
AllHuman V5 Kit Agilent

Benzonase Sigma-Aldrich E1014-24KU
Bond Polymer Refine Detektionskit Leica DS9800
Bradford Reagenz Bio-Rad 5000006
Cytarabin MedChemExpress HY-13605
DAPI Sigma-Aldrich 268298
Destilliertes Wasser Fresenius Kabi 1088811
dNTP (25 mM) Thermo Fisher Scientific R1121
Doxorubicin Apotheke des Universitatsklinikums Halle (Saale)
DTT (0,1 M) Thermo Fisher Scientific P2325
DZNep Biomol Cay-13828
ECL™ Prime Western Blotting GE Healthcare GERPN2236
Detektionsreagenz

EDTA Carl Roth 8040.3
EPZ6438 MedChemExpress HY-13803
Essigsaure Carl Roth 3738.4
Ethidiumbromid Carl Roth 2218.1
Etoposid Sigma-Aldrich 341205
Fatostatin MedChemExpress HY-14452
FBS Biowest S181B-500
FITC Annexin V Apoptosis Detektionskit Biolegend 640922
with 7-AAD

GeneRead DNA FFPE Kit Qiagen 180134
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Material

Gene Ruler 50 bp Leiter Thermo Fisher Scientific SM0372
Gene Ruler 100 bp Leiter Thermo Fisher Scientific SM1153
Glibenclamide MedChemExpress HY-15206
GSK126 MedChemExpress HY-13470
Haloplex"S Custom Panel Agilent

Histone Extraktionskit abcam ab113476
IL-2 Peprotech 200-02
Intercept® Protein-Free Blocking Puffer LI-COR 927-80001
MgCls Thermo Fisher Scientific R0971
Milchpulver Carl Roth 68514-61-4
MMLV RT Thermo Fisher Scientific 28025013
MycoRAZOR® Eliminierungsreagenz Biontex MO040
MycoSPY® Master Mix Biontex MO020
NaCl Carl Roth 9265.2
NEBNext Ultra Il Directional RNA Library NEB E7760
Prep Kit for lllumina

Nukleasefreies Wasser Carl Roth T143.3
Oxaliplatin Apotheke des Universitatsklinikums Halle (Saale)
PBS Sigma-Aldrich D1408
PhosSTOP™ Roche 4906845001
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich P0O781
Polybrene Santa Cruz Biotechnology sc-134220
Ponceau S Santa Cruz Biotechnology sc-301558
Puromycin Sigma-Aldrich P9620-10ML
Qubit RNA Kit Agilent Technologies DNF-471
Random Hexamer Primer (50 mM) Invitrogen N8080127
Resazurin Thermo Fisher Scientific R12204
RIPA Puffer Sigma-Aldrich R0278
RNAse A Thermo Fisher Scientific EN0531
RNAse Out Thermo Fisher Scientific 10777-019
RPMI-1640 Medium Sigma-Aldrich R8758
Salpetersaure (1 N) Merck 1.00630.1000
SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Invitrogen LC5925
SYBR™ Select Master Mix for CFX Applied Biosystems 4472952
Taq DNA-Polymerase Thermo Fisher Scientific EP0402
TriFast™ VWR 30-2010DE
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Tris Base Carl Roth 5429.5
Tris-HCI Carl Roth 9090.3
Trypanblau Sigma-Aldrich T8154
Trypsin-EDTA Sigma-Aldrich T4174
Tween® 20 Sigma-Aldrich P1379
2.2 Allgemeine Materialien
Tabelle 2 Liste allgemeiner Materialien.
Material Hersteller Kat #
Amersham™ Protran® 0,2 ym GE Healthcare 10600001
Deckglaser Engelbrecht Medizin- und K12424
Labortechnik GmbH
Filterspitzen (10 ul, 20 ul, 100 pl, Biozym VVT0200, VT0220, VT0230,
200 pl, 1250 pl) VT0240 VT0270
Hard-Shell® 384-well PCR Bio-Rad HSP3805
Plates, thin wall, skirted,
clear/white
Microseal 'B' PCR Plate Sealing Bio-Rad msb1001
Film
Neubauer Zahlkammer 0,1 mm Kisker 140515
Novex™ 4-20% Bis-Tris- Invitrogen NP0321BOX
Gradientengel (10-, 12-, 15-well) NP0322BOX
NP0323BOX
Serologische Pipetten (5 ml, Greiner bio-one E0141529, E0140038,
10 ml, 25 ml, 50 ml) E0140625, E0145748
XCell SureLock™ Mini-Cell Modul | Thermo Fisher Scientific EI0002
Zellkulturflasche (25 cm?, 75 cm?, Sarstedt 20010166, 20010168,
175 cm? (adhéarent und nicht- 20010169, 20010167,
adharent)) 20010362, 20010363
Zellkulturplatte (6-, 12-, 24-, 96F- Sarstedt 20010266, 20010263,
well (adharent)) 20010265, 20010264

2.3 Oligodesoxynukleotide

Tabelle 3 Primersequenzen zur Sangersequenzierung.

SETD2 hg 19 5'-forward Primer-3' 5'-reverse Primer-3'
chr3:47084139 GCCCATACAGCTCCTCTTACC GGGCTATTTTGTCCTATTCAGC
chr3:47098908 #1 | CCAAGAGAGTCATAGGGCAGT TGTGTCTATGATTTAGGGAGCAACT
chr3:47098908 #2 | ACCAAGAGAGTCATAGGGCAG ATAGGGTTTGATGTGGTTAGTGGTT
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Tabelle 4 Zielsequenzen der shRNA fiir SETD2 oder EZH2 Knockdown. SETD2 KD in Jurkat ohne
oder mit transduziertem GFP, ITK-SYK oder TEL-SYK beziehen sich auf dieselben Bezeichnungen.

shRNA

Sigma-Aldrich TRC-Klon ID

Zielsequenz

Caki2 mock shRNA

SHC002

CAACAAGATGAAGAGCACCAA

Caki2 SETD2 KD1 TRCNO0000237837 AGTAGTGCTTCCCGTTATAAA
Caki2 SETD2 KD2 TRCNO0000237836 TGATAGCCATGATAGTATTAA
HH EZH2 KD1 TRCNO0000040077 CCCAACATAGATGGACCAAAT
HH EZH2 KD2 TRCNO0000353069 TATGATGGTTAACGGTGATCA
HH mock shRNA SHC002 CAACAAGATGAAGAGCACCAA
Jurkat EZH2 KD1 TRCNO0000040075 CCAACACAAGTCATCCCATTA
Jurkat EZH2 KD2 TRCNO0000353069 TATGATGGTTAACGGTGATCA
Jurkat mock shRNA SHC002 CAACAAGATGAAGAGCACCAA
Jurkat SETD2 KD1 TRCNO0000237837 AGTAGTGCTTCCCGTTATAAA
Jurkat SETD2 KD2 TRCNO0000237836 TGATAGCCATGATAGTATTAA
Jurkat SETD2 KD3 TRCNO0000237835 TTCCGACGAGGGTCATCATAT
SR786 mock shRNA | SHC002 CAACAAGATGAAGAGCACCAA
SR786 SETD2 KD1 TRCNO0000237837 AGTAGTGCTTCCCGTTATAAA
SR786 SETD2 KD2 TRCNO0000237836 TGATAGCCATGATAGTATTAA
SR786 SETD2 KD3 TRCNO0000237835 TTCCGACGAGGGTCATCATAT

Tabelle 5 RT-qPCR Primersequenzen. Das Primerpaar SETD2 | wurde fir alle SETD2 mRNA-
Analysen genutzt und das Primerpaar SETD2 Il zur Validierung des SETD2 Knockdowns in SR786.

Zielgen 5'-forward Primer-3' 5'-reverse Primer-3'

ABCG1 CGCTTTCTCGGTCGGCA CTGGGCTTCCGTGAGGTTAT
ABCG2 TCAGGAGGCCTTGGGATACT AGGCTCTATGATCTCTGTGGC
EZH1 AACCCAACACTTCCCCTTGC ACTGAACAGGTTGGACACGA
EZH?2 GCAATTATTCTTTTCATGCAACACC TTGGTGGGGTCTTTATCCGC
SETD2 | CGACCCCTGAAGAAGAAGAAAATGA GGGCAAAAATCGACTAGAAGCA
SETD2 I CCCAAGACAGCAGAAGCAGA TCAGGCACTGGACGATGAAC
SREBF1 AGGGCGGGCGCAGAT GGTTGTTGATAAGCTGAAGCATGT
SREBF2 GGCTGAAGAATAGGAGTTGCC AACGGTCATTCACCCAGGTC

BP AGGAGCCAAGAGTGAAGAACAG AGGAGAACAATTCTGGGTTTGA
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2.4 Zelllinien

Material

Tabelle 6 Quelle und RRID der genutzten Zelllinien. Wildtypische Zelllinien wurden von der
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) oder American Type Culture
Collection (ATCC) bezogen. GFP-, ITK-SYK- und TEL-SYK-transduzierte Jurkat wurden von der
Arbeitsgruppe von Frau Professorin Christine Dierks Ubernommen. Die Zellzahl gibt die genutzte
Zelldichte je 100 pl je well in Viabilitdtsassays und Wachstumskinetiken an; HeLa Zellen wurden in
diesen Assays nicht genutzt.

Zelllinie Quelle Kat # RRID Zellzahl
Caki2 DSMZ ACC 54 RRID:CVCL 0235 1250
Daudi DSMZ ACC 78 RRID:CVCL 0008 7000
DERL2 DSMZ ACC 531 RRID:CVCL 2016 75000
HH DSMZ ACC 707 RRID:CVCL 1280 5000
Hela DSMZ ACC 57 RRID:CVCL 0030 -
Jurkat DSMZ ACC 282 RRID:CVCL 0065 10000
Loucy ATCC CRL-2629 RRID:CVCL 1380 10000
OciLy1 DSMZ ACC 722 RRID:CVCL 1879 20000
SR786 DSMZ ACC 369 RRID:CVCL 1711 20000
SUP-T11 DSMZ ACC 605 RRID:CVCL 2210 15000

2.5 Antikorper

Tabelle 7 Antikorperliste. Die Antikorper wurden fiir Durchflusszytometrie (DZ), Immunhistochemie
(IHC) oder Westernblot (WB) genutzt.

Priméarantikorper Hersteller Kat # Verdiinnung RRID
Alexa Fluor® 488 anti- ) RRID:
Biolegend 613406 1:50 (DZ2)
yH2AX AB 2248011
Alexa Fluor® 647 anti- ) RRID:
Biolegend 613408 1:50 (DZ)
yH2AX AB 2295046
anti-ABCG1 rabbit- NB400- RRID:
Novus Biologicals 1:500 (WB)
anti-human 132 AB 10125717
anti-ABCG2 rabbit- ab20773
abcam 1:1000 (WB)
anti-human 2
anti-EZH1 rabbit-anti- ab13769 1:100 (IHC)
abcam
human 3 1:1000 (WB)
anti-EZH2 mouse- 1:100 (IHC) RRID:
Cell Signaling 3147
anti-human 1:1000 (WB) AB 10694383
anti-GAPDH rabbit- RRID:
Cell Signaling 14C10 1:10000 (WB)
anti-human AB 561053
anti-H3K27me3 1:200 (IHC) RRID:
Cell Signaling 9733
rabbit-anti-human 1:2000 (WB) AB 2616029
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anti-H3K36me3 RRID:
_ _ abcam 4909 1:2000 (WB)
rabbit-anti-human AB 1950412
anti-H3 rabbit-anti- RRID:
abcam ab1791 1:10000 (WB)
human AB 302613
anti-phosphoSTATS
RRID:
(Y694) rabbit-anti- Cell Signaling 4322 1:1000 (WB)
AB 10544692
human
anti-SREBP1 mouse- RRID:
BD Biosciences 557036 1:1000 (WB)
anti-human AB_ 396559
anti-SREBP2 mouse- RRID:
BD Biosciences 557037 1:1000 (WB)
anti-human AB 396560
anti-STATS rabbit- . . RRID:
_ Cell Signaling 94205 1:1000 (WB)
anti-human AB 2737403
Sekundarantikorper Hersteller Kat # Verdiinnung RRID
Peroxidase-goat-anti- | Jackson Immuno- | 115-036- RRID:
1:5000 (WB)
mouse IgG research 062 AB 2307346
Peroxidase-goat-anti- | Jackson Immuno- 111- RRID:
. 1:5000 (WB)
rabbit IgG research 036-047 AB 2337945
2.6 Gerate und Software
Tabelle 8 Geriteliste und verwendete Software.
Gerit / Software Hersteller / Entwickler Kat # / RRID

820-MS ICP Massenspektrometer

Bruker Daltonik

Agilent 5300 Fragment Analyzer

Agilent Technologies

appreci8 (Sandmann et al. 2018)
Axioscope 5 Microskop Carl Zeiss Mikroskopie

GmbH
bcl2fastq v2.20 lllumina RRID:SCR 015058
biomaRt (Durinck et al. 2009) RRID:SCR 019214
BioPhotometer® D30 Eppendorf 035994
Bond-Ill IHC-Farbesystem Leica

BWA-MEM

(Li u. Durbin 2010)

RRID:SCR 010910

cBioPortal Mutation Mapper

(Cerami et al. 2012)

RRID:SCR 014555

(Gao et al. 2013)

CFX Manager Software v3.1

Bio-Rad

RRID:SCR 017251

CFX384 Touch Real-Time PCR

Detektionssystem

Bio-Rad

1855484
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ChemiDoc Imager

Detektionssystem

Bio-Rad

17001401

Counts Subread package v1.5.2

(Liao et al. 2019)
(Liao et al. 2014)

RRID:SCR_009803

deseq2

(Love et al. 2014)

RRID:SCR_015687

DOTS-Finder

(Melloni et al. 2014)

Enhanced Vulcano

(Blighe et al. 2021)

RRID:SCR 018931

enrichR

(Kuleshov et al. 2016)

RRID:SCR 001575

FlowJo™ v10.6.1

BD Life Sciences

RRID:SCR 008520

Fortessa™ Cell Analyzer

BD Biosciences

Genome Analysis Toolkit

(DePristo et al. 2011)

RRID:SCR 001876

Heraeus™ Biofuge fresco Thermo Fisher Scientific 75003326
Heraeus™ HERAcell Brutschrank Th. Geyer 9536020
Heraeus™ HERAsafe KSP Thermo Fisher Scientific 107923606

ICP-MS Expert Software v2.1

Agilent

ImageJ v1.51

National Institutes of Health

RRID:SCR_003070

Integrated Genomics Viewer v2.5.3

(Robinson et al. 2011)

RRID:SCR 011793

Mini Trans-Blot® Cell

Bio-Rad

1703930

MutSig

(Lawrence et al. 2013)

RRID:SCR 010779

NovaSeq 6000 Sequencer

llumina

Prism software v8.4.3

Graphpad

RRID:SCR 002798

Qubit 4.0 Fluorometer

Life Technologies

RStudio with R v4.1.2

(RStudio Team 2021)

RRID:SCR 000432

Spark® Microplate Reader

Tecan

STAR aligner v2.5.2b

(Dobin et al. 2013)

RRID:SCR 004463

Surecall

Agilent Technologies

Synergy Finder

(Zheng et al. 2022)

RRID:SCR 019318

T100™ Thermal Cycler

Bio-Rad

1861096

ThermoMixer F1.5

Eppendorf

5384000012

Trim Galore

(Krueger et al. 2021)

RRID:SCR 011847

Trimmomatic v0.36

(Bolger et al. 2014)

RRID:SCR 011848

UVP UVsolo touch Analytik Jena 849-97-0765-02
Detektionssystem
VarScan (Koboldt et al. 2012) RRID:SCR 006849

Vortex Genie 2

Thermo Fisher Scientific

SI-0256
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2.7 Datenbanken

Tabelle 9 Liste genutzter Datenbanken.

Material

Datenbank Entwickler RRID

1000 genomes (Auton et al. 2015) RRID:SCR 006828

ClinicalTrials.gov National Library of Medicine (National Center | RRID:SCR 002309
of Biotechnology Information (NCBI) 1988)

Cosmic (Tate et al. 2019) RRID:SCR 002260
dbSNP (Sherry et al. 2001) RRID:SCR 002338
(National Center of Biotechnology Information
(NCBI) 1988)

CCLE (Barretina et al. 2012) RRID:SCR 017655
OncoKB™ (Chakravarty et al. 2017) RRID:SCR 014782
Pubmed (National Center of Biotechnology Information | RRID:SCR 004846
(NCBI) 1988)

(Sayers et al. 2022)

The Human (Uhlén et al. 2015) RRID:SCR 006710

Protein Atlas v23.0

(Uhlen et al. 2019)
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3. Methoden

3.1 Zellkulturmethoden

Alle Zellen wurden in einer wasserdampfgesattigten Atmosphéare bei 37 °C und 5 % CO-
kultiviert und nicht haufiger als zehnmal nach dem Auftauen passagiert.
Mycoplasmennegativitat wurde wiederholt mit MycoSPY® Master Mix Uberprft und im Fall
von Mycoplasmenpositivitdt mittels MycoRAZOR® Eliminierungsreagenz entsprechend

Herstellerangaben bis zur Bestatigung der Negativitat behandelt.

3.1.1 Suspensionszellkultur

Die T-Zell Akute Lymphatische Leukamie (T-ALL) Zelllinien Jurkat, SUPT11 und Loucy, die
Kutanes T-Zell Lymphom (CTCL) Zelllinie HH, die Anaplastisches GroR3zelliges Lymphom,
Anaplastische Lymphomkinase positiv (ALCL, ALK+) Zelllinie SR786 und die Burkitt Lymphom
Zelllinie Daudi wurden in RPMI-1640 Medium supplementiert mit 10 % fetalem bovinen Serum
(FBS) und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. Die diffuses gro3zelliges B-Zell Lymphom
(DLBCL) Zelllinie OciLy1l wurde in RPMI-1640 Medium mit 20% FBS and 1%
Penicillin/Streptomycin kultiviert. Die Hepatosplenisches T-Zell Lymphom (HSTCL) Zelllinie
DERL2 wurde in RPMI-1640 Medium mit 20 % FBS, 1 % Penicillin/Streptomycin und
0,02 ng/ul rekombinantem humanen IL-2 kultiviert. Ich habe die Zellen alle zwei bis drei Tage
mikroskopisch auf Dichte und Kontaminationen Uberprift, in Medium durch Auf- und

Abpipettieren durchmischt und auf eine entsprechende Zelldichte passagiert.

3.1.2 Zellkultur adharenter Zellen

Die Zelllinien HeLa mit Zervixkarzinom und Caki2 mit ccRCC Hintergrund wurden in RPMI-
1640 Medium supplementiert mit 10 % FBS und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. Ich habe
die Zellen alle zwei bis drei Tage mikroskopisch auf Dichte und Kontaminationen tberprift.
Das Medium wurde verworfen, die Flasche einmal mit PBS gewaschen und die Zellen 5 min
trypsiniert, bis sich die Zellen vom Flaschenboden geldst haben. Die Reaktion wurde durch
Zugabe des doppelten Volumens Medium abgestoppt, die Zellen durch Auf- und Abpipettieren

durchmischt und auf eine entsprechende Zelldichte passagiert.

3.1.3 Gewinnung von Zellproben

Ich habe Zellproben gewonnen, indem ich bei adharenten Zellen das Medium verworfen, die
Flasche einmal mit PBS gewaschen, die Zellen 5 min trypsiniert und anschlief3end
durchmischt habe. Suspensionszellen habe ich im Kulturmedium durchmischt. Es wurden
10 pl Zellsuspension entnommen und 1:1 mit Trypanblau gemischt, um tote Zellen anzufarben.
Ich habe die Zelldichte mittels Neubauer Zahlkammer bestimmt. Es wurden folgende

Zellzahlen fiur verschiedene Zwecke mittels Zentrifugation fiir 5 min bei 300 xg zentrifugiert,
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der Uberstand wurde verworfen und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert: RNA-Isolation

2x10° Zellen, Protein-Volllyse 4x10° Zellen, Histon-Lyse 8x108 Zellen.

3.1.4 Zellviabilitdtsassay

Ich habe die Zellen mit entsprechender Dichte / 100 ul / well im 96-well Format in 8 Replikaten
ausgesat. Die optimalen Zelldichten wurden entsprechend 3.1.5 bestimmt und sind detailliert
in Tabelle 6 unter 2.4 angegeben. Nach 24 h habe ich die Zellen fir 72 h, 96 h oder 7 d mit
Inhibitoren, und/ oder Chemotherapeutika entsprechend der angegebenen Konzentrationen
inkubiert. Bei Kombinationsansatzen wurden Inhibitoren mit konstanten Konzentrationen
verwendet und simultan zum Chemotherapeutikum auf die Zellen gegeben: 4 uM GSK126,
4 uM EPZ6438, 125nM 3-Deazaneplanocin A (DZNep), 1 uM Fatostatin oder 30 uM
Glibenclamide. Die Zellviabilitat habe ich indirekt gemessen, indem die Zellen 2 h mit 30 pg/ml
Resazurin inkubiert und der Umsatz von Resazurin zu Resarufin Uber Fluoreszenzmessung
mit Spark® Microplate Reader durch Anregung bei 492 nm und Emissionsmessung bei
595 nm bestimmt wurde. Die Werte habe ich dabei jeweils auf eine simultan mitgefuhrte,
unbehandelte Kontrolle normiert. Die Fluoreszenzmessung dient als Mal} der Viabilitat, da nur
viable Zellen zum Umsatz von Resazurin in der Lage sind, weshalb im Folgenden der
Ausdruck Viabilitdt genutzt wird (Ahmed et al. 1994). Experimente wurden dreimal
durchgefihrt mit Ausnahme der Oxaliplatin Monotherapie, die sechsmal durchgefihrt wurde.
Ich habe Graphpad Prism Software v8.4.3 zur Berechnung von ICso- oder IC1o-Werten genutzt.
Diese wurden weiterfuhrend wie in 3.1.4, 3.3.1, 3.3.2 und 3.3.3 beschrieben flr funktionelle
Analysen genutzt. Zur Berechnung von Synergy Scores und der Visualisierung von 3D

Matrices wurde Synergy Finder genutzt (Zheng et al. 2022).

Im Fall der konsekutiven Expressionsanalyse und Analyse der Zellviabilitat wurden Zellen
zunachst entsprechend 3.1.5 fur 72h mit 4 yM GSK126 inkubiert und im Anschluss
2x10° Zellen fur die Reverse Transkription mit quantitativer Polymerasekettenreaktion
entsprechend 3.2.4 aufgearbeitet. Die restlichen Zellen wurden nach der Inkubation wie zuvor

beschrieben fir den Zellviabilitatsassay verwendet.

3.1.5 Inkubationen zur Expressionsanalyse

Ich habe die Zellen mit einer Dichte von 500.000 Zellen / ml ausgesat und mit 4 yM GSK126,
Oxaliplatin bei 10 %iger Reduktion der Zellviabilitat (IC10) oder simultan fir 72 h inkubiert. Die
IC10-Werte wurden anhand der mittels 3.1.4 ermittelten Konzentrationskurven berechnet. Fir

die getesteten Zelllinien ergaben sich folgende Oxaliplatinkonzentrationen:
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Tabelle 10 Oxaliplatinkonzentration bei 10 %iger Reduktion der Zellviabilitit unter
Monotherapie.

Zelllinie IC+o (Oxaliplatin) [uM]
DERL2 0,7582
HH 0,2845
Jurkat 0,2365
Loucy 0,0031

Nach der Inkubation wurden die Zellen fiir 5 min bei 300 xg zentrifugiert, der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet wurde einmal mit PBS gewaschen. Es wurde bis zur Aufarbeitung
bei -80 °C gelagert.

3.1.5 Wachstumskinetik

Ich habe die Zellen mit entsprechender Dichte / 100 ul / well im 96-well Format in 8 Replikaten
ausgesat. Die detaillierten Zelldichten sind in Tabelle 6 unter 2.4 angegeben. Nach 0, 24, 48
oder 72 h habe ich das Wachstum Uber die Zellviabilitat indirekt Uber Fluoreszenzmessung mit
dem Spark® Microplate Reader gemessen. Daflir wurden die Zellen 2 h mit 30 pg/mi
Resazurin inkubiert und der Umsatz von Resazurin zu Resarufin durch Anregung bei 492 nm
und Emissionsmessung bei 595 nm bestimmt. Ich habe die Experimente finfmal durchgefihrt
und Graphpad Prism Software v8.4.3 zur Berechnung der Verdopplungszeit genutzt. Die
Verdopplungszeiten wurden je Experiment auf die zugehdrige Kontrollzelllinie normiert und
eine Verlangsamung auf die 1,5-fache bzw. eine Beschleunigung auf die 0,5-fache

Verdopplungszeit als Grenzen festgesetzt.

3.1.7 Transduktion

Ich habe Suspensionszellen mit einer Dichte von 200.000 Zellen / 500 pl / well und adharente
Zellen mit einer Dichte von 50.000 Zellen / 500 pl / well im 24-well Format in RPMI-1640
Medium mit 10 % FBS, 1 % Penicillin/Streptomycin und 10 pg/ml Polybrene ausgesat.
Adharente Zellen wurden zunachst 24 h kultiviert, wahrend Suspensionszellen direkt nach der
Aussaat transduziert wurden. Viruspartikel zum shRNA-basierten Knockdown der Zielproteine
wurden von Sigma-Aldrich bezogen. Die shRNA Zielsequenzen sind in Tabelle 4 unter 2.3
aufgelistet. Pro well wurden 3 pl Virus zugegeben. Die Zellen wurden fur 45 min bei 600 xg
zentrifugiert. Nach 24 h habe ich das Medium zu Kulturmedium gewechselt und nach 48 h die

Zellen mit 1 yg/ml Puromycin selektiert.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Next Generation Sequenzierung und Expressionsanalyse von Proben aus Formalin-
fixiertem, Paraffin-eingebettetem Gewebe

Die Bereitstellung der Next Generation Sequenzierung Ergebnisse entstand als Basis der
Doktorarbeit aus Vorarbeiten von Mitgliedern der Arbeitsgruppe Klinik fir Innere Medizin IV
der Universitatsmedizin Halle (Saale). Genomische DNA wurde von der technischen
Assistentinnen Katrin Nerger und Jenny Wehde aus Formalin-fixiertem, Paraffin-
eingebettetem Gewebe (FFPE) extrahiert und mit der Uracil DNA Glycosylase des GeneRead
DNA FFPE Kits behandelt, um FFPE-induzierte Artefakte zu minimieren. Nachdem das Agilent
All[Human V5 Kit verwendet wurde, erfolgte die Exomsequenzierung (WES) der Proben auf
einer lllumina Sequenzierplattform mit endgepaarten 100 Basenpaar reads als Service von
Omega Bioservices (Norcross, Georgia, USA). Die bioinformatischen Analysen erfolgten durch
Dr. Christian Rohde und PD Dr. Sarah Sandmann. Single Nucleotide Polymorphismen (SNP)
und Veranderungen der Genkopienzahl wurden mittels einer flir FFPE-Gewebe optimierten
Analysepipeline analysiert. SNPs, welche im sequenzierten Normalgewebe aufgetraten, in den

Datenbanken Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP) oder 1000 genomes mit

einer Frequenz groRer 1 % aufgefliihrt waren oder eine Allelfrequenz kleiner 10 % zeigten,
wurden ausgeschlossen (Sherry et al. 2001; Auton et al. 2015). Die Algorithmen MutSig und
DOTS-Finder wurden zur Identifikation der Mutationen mit der hdchsten funktionellen
Relevanz verwendet (Lawrence et al. 2013). Auf Basis der WES-Daten wurde die
zielgerichtete Sequenzierung an der WES-Kohorte sowie 22 zusatzlichen MEITL-Fallen durch
das deutsche Krebszentrum (Heidelberg, Deutschland) durchgefiihrt. Dazu wurde ein anhand
der WES-Ergebnisse gewahltes, individuelles Haloplex"S Custom Panel gegen 71 Gene,
Exome oder Hotspots von T-Zell Neoplasien fiir die Mutationsanalyse genutzt (Tabelle 21).
Die Bibliotheken wurden mittels eines lllumina Systems sequenziert. SNPs wurden mittels
appreci8 analysiert (Sandmann et al. 2018).

Im Anschluss an die bioinformatische Analyse habe ich alle gefundenen Mutationen handisch
mittels Integrated Genomics Viewer v2.5.3 und Surecall v.4.2 hinsichtlich ihrer Echtheit
uberprift. Als Ausschlusskriterien habe ich eine Abdeckung durch nur einen
Sequenzierprimer, eine Lesetiefe kleiner 20, eine Anzahl varianter Allele kleiner 5 und
minimalen varianten Allefrequenz (VAF) kleiner 5 % sowie ein Auftreten in den Datenbanken

dbSNP oder 1000 genomes mit einer Wahrscheinlichkeit grofRer 1 % gewahlt (Sherry et al.

2001; Auton et al. 2015). Zudem habe ich bei passenden Paaren die Ubereinstimmung der
Mutationen von WES und zielgerichteter Sequenzierung Uberpriift. Im Falle weiterbestehender
Fraglichkeit der Validitdt wurden Mutationen mittels Sangersequenzierung wie unter 3.2.3

beschrieben analysiert. Im Anschluss habe ich genomische und Expressionsanalysen mittels
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Graphpad Prism Software v8.4.3 und cBioPortal Mutation Mapper visualisiert und hinsichtlich

maoglicher Korrelationen analysiert (Cerami et al. 2012; Gao et al. 2013).

3.2.2 Analyse kurzer Insertionen und Deletionen der MEITL Kohorte

Die Analyse kurzer Insertionen und Deletionen erfolgte anhand der Binary Alignment Map
Dateien der MEITL WES durch Herrn Christoph Bartenhagen vom Institut fir Medizinische
Informatik der Universitat Minster. Adapter wurden mittels Trim Galore getrimmt und das
Sequenzalignment erfolgte mittels BWA-MEM (Li u. Durbin 2010). Duplikate wurden dabei
beibehalten. Der lokale Sequenzabgleich und das Abrufen der SNPs erfolgte mittels Genome
Analysis Toolkit (DePristo et al. 2011). VarScan wurde zum Berechnen des log.-Verhaltnisses,
zum Normalisieren und zum Filtern verwendet (Koboldt et al. 2012). Als Bezugspunkt diente

dabei eine gesunde Kontrollprobe.

3.2.3 Verifikation von Mutationen mittels Sangersequenzierung

Isolierte genomische DNA von 3.2.1 wurde bei Proben mit unklarer Validitat der gefundenen
Mutationen genutzt. Ich habe spezifische Primer flr fragliche Mutationen designt und mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) entsprechend Thermus aquaticus (Taq) Polymerase

Herstellerprotokoll sequenzspezifisch genomische DNA amplifiziert:

Tabelle 11 Reaktionsansatz inklusive Programm der PCR zur Sangersequenzierung.

Schritt Volumen | Programm
1 DNA 1,0 ul
MgCl2 (50 mM) 2,0 yl
10x Taq Polymerase Puffer 2,0 ul
dNTPs (25 mM) 0,5l
Taq Polymerase 0,1 ul
sense Primer (10 mM) 0,5 ul
antisense Primer (10 mM) 0,5 ul
Nukleasefreies Wasser ad 20 ul
2 Initiale Template Denaturierung 5 min bei 95 °C
3 Template Denaturierung 30 s bei 95 °C
34 Zyklen
4  Primer Hybridisierung 30 s bei 66 °C
Schritte 3 -5
5 Elongation 1 min bei 72 °C
6 Taq Deaktivierung 10 min bei 72 °C

Primersequenzen sind in Tabelle 3 unter 2.3 gelistet. Den Erfolg der Polymerasekettenreaktion
habe ich mittels Auftrennung der DNA in einem 1,5 % Agarosegel bestatigt. Daftir wurden
1,5 Masseprozent Agarose in TAE Puffer (40 mM Tris, 20 mM Essigsaure, 1 mM EDTA) unter
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0,5 pg/ml  Ethidiumbromid zum Lésen der Agarose aufgekocht und durch Abkuhlen
polymerisiert. PCR-Produkte wurden mit DNA Ladepuffer gemischt und bei 120V im
Agarosegel mit TAE Puffer aufgetrennt. Die Signale wurden mittels UVP UVsolo fouch
Detektionssystem aufgenommen.

Die Sequenzierung erfolgte durch die Firma Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland)
entsprechend des Light Run Tube Protokolls. Daflir wurden 5 ul PCR-Produkt, 2,5ul des sense
oder antisense Primers und 2,5 pl nukleasefreies Wasser gemischt und mittels
Sangersequenzierung analysiert. Es wurden jeweils sowohl sense als auch antisense
Sequenzierungen Uberprift und insofern mdoglich 2 unterschiedliche Primerpaare je

Mutationen genutzt.

3.2.4 Datenbankanalyse des Mutationsstatus von Zelllinien

Ich habe den Mutationsstatus der Zelllinien fir die aufgefiihrten Gene anhand der
Datenbanken Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (Cosmic) und Cancer Cell Line
Encyclopedia (CCLE) bestimmt (Tate et al. 2019; Barretina et al. 2012). Fir die Zelllinie OciLy1
existiert kein Eintrag in den Datenbanken und die Analyse wurde anhand von in der Literatur
zuganglichen Mutationsdaten durchgefuhrt (Morin et al. 2013; Wright et al. 2020).

3.2.5 Next Generation mMRNA-Sequenzierung

Ich habe die mMRNA mittels peqGOLD TriFast™ nach Angaben des Herstellers isoliert und die
Proben wurden von der Firma Genewiz (Leipzig, Deutschland) aus zwei unabhangigen
Lysaten sequenziert. Qualitatskontrolle, Sequenzierung und basale bioinformatische
Auswertungen wurden von Genewiz Ubernommen. Die mRNA wurde mittels Qubit 4.0
Fluorometer quantifiziert und die mRNA-Integritat mittels RNA-Kit flr Agilent 5300 Fragment
Analyzer analysiert. Die mRNA hatte eine mittlere Qualitat von 35.95. Die Bibliothek der
MRNA-Sequenzierung wurde mittels NEBNext Ultra Il Directional RNA Library Prep-Kit fur
lllumina nach Herstellervorgaben vorbereitet. Die Bibliotheken wurden mit NGS-Kit am Agilent
5300 Fragment Analyzer validiert, am Qubit4.0 Fluorometer quantifiziert, Uber
Multiplexverfahren gebundelt und auf das lllumina NovaSeq 6000 Instrument geladen. Proben
wurden mittels endgepaarter Konfiguration v1.5 sequenziert. Dabei hatten 93.95 % der Basen
eine Lesetiefe von mindestens 30. Image Analyse und Aufrufen der Basen wurde mit NovaSeq
Control Software v1.7 am NovaSeq Instrument durchgefiihrt. Unbearbeitete Sequenzierdaten
wurden in fastq Dateien konvertiert und das Multiplexverfahren wurde mit bcl2fastq v2.20
aufgehoben. Adaptersequenzen und Nukleotide mit geringer Qualitat wurden mit Trimmomatic
v0.36 entfernt und die Reads mit STAR aligner v.2.5.2b dem Homo sapiens Referenzgenom
von ENSEMBL zugeordnet (Bolger et al. 2014; Dobin et al. 2013). Die Genquantifikation wurde
mit der Funktion Counts Subread package v1.5.2 berechnet (Liao et al. 2014; Liao et al. 2019).
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Die weitergehende bioinformatische Analyse erfolgte durch die Bioinformatikerin der Klinik fur
Innere Medizin IV der Universitatsmedizin Halle (Saale) Edith Willscher. Unbearbeitete Counts
wurden zu einer Matrix zusammengefasst und die Gennamen wurden mit biomaRt annotiert
(Durinck et al. 2009). Gene mit gemittelten Counts von 0 wurden ausgeschlossen. Die Daten
wurden mit deseq2 normalisiert und zu log>-Werten der Expressionsveranderungen (Fold
Change) transformiert (Love et al. 2014). Die differenzielle Genexpression wurde anhand der
logz-transformierten Daten mit Ifcshrink berechnet. Zur Visualisierung im Volcano Plot wurde
das Paket Enhanced Volcano genutzt (Blighe et al. 2021). Die Analyse der
Signalweganreicherung (Gene Set Enrichment Analysis) wurde mittels enrichR durchgeflihrt
(Kuleshov et al. 2016). Alle Schritte wurden mit RStudio mit R v4.1.2 analysiert (RStudio Team
2021).

3.2.6 Reverse Transkription-quantitative Polymerasekettenreaktion

Ich habe die RNA mittels peqGOLD TriFast™ nach Angaben des Herstellers isoliert und bis
zur Weiterverwendung bei —80 °C gelagert. Mittels reverser Transkription (RT) wurde
ausgehend von 2 pg RNA entsprechend Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transkriptase (MMLV RT) Herstellerprotokoll cDNA synthetisiert:

Tabelle 12 Reaktionsansatz inklusive Programm der reversen Transkription.

Schritt Volumen Programm
1 RNA x Ml (2 pg)
Random Hexamer (50 mM) 1,0 ul
dNTPs (25 mM) 1,0 ul
Nukleasefreies Wasser ad 10 ul
Primer Hybridisierung 5 min bei 65 °C
Auflésen von Sekundarstrukturen 1 min bei 4 °C
RNase OUT 1,0 ul
DTT (0,1 M) 2,0 ul
5x-First Strand Buffer 3,0 ul
5 Nuklease Deaktivierung 2 min bei 37 °C
6 MMLVRT 1,0
7  Primer Verlangerung 10 min bei 25 °C
8 Elongation 50 min bei 37 °C
9 MMLV RT Deaktivierung 15 min bei 70 °C

Nach abgeschlossener reverser Transkription wurden die Ansatze 1:5 in nukleasefreiem

Wasser verdiunnt und bis zur Weiterverwendung bei -20 °C gelagert. Die Expression der
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gewahlten Gene habe ich anhand eines standardisierten Protokolls fur quantitative

Polymerasekettenreaktion (QPCR) analysiert:

Tabelle 13 Reaktionsansatz der quantitativen PCR zur Amplifikation spezifischer cDNA-
Fragmente.

Komponente Volumen je Probe
SYBR™ Select Master Mix for CFX 5,0 ul

sense Primer (10 mM) 0,25 ul

antisense Primer (10 mM) 0,25 ul

cDNA 3,0 pyl (entspricht 60 ng)
Nuklease-freies Wasser 1,5 ul

Primersequenzen sind in Tabelle 5 unter 2.3 gelistet. Fur die Amplifikation wurde das

nachfolgende Programm durchgefiihrt:

Tabelle 14 Programm der quantitativen PCR zur Amplifikation spezifischer cDNA-Fragmente.

Schritt Temperatur | Dauer
1 Uracil N-Glycosylase Aktivierung zur | 50 °C 2 min
Verringerung von Fremd-DNA

Kontaminationen

2 Initiale Denaturierung 95 °C 2 min

3 Denaturierung 95 °C 5s 45 Zyklen

4  Hybridisierung und Elongation 60 °C 30s Schritte 3 — 4
5 Schmelzkurve 65-95°C Erhdéhung alle 5 s je 0,5 °C

Die Daten wurden mittels CFX384 Touch Real-Time PCR Detektionssystem mit Bio-Rad CFX
Manager Software v3.1 erzeugt. Zur Normalisierung wurde das housekeeping Gen TBP
verwendet. Die Ergebnisse wurden quantifiziert, indem der TBP-Ct Wert vom Zielgen-Ct Wert
abgezogen und die 2"22°T Methode wie beschrieben angewendet wurde (Livak u. Schmittgen
2001):

Quantifikation (Zielgenz) — 2—((Ct (Zielgenz) — Ct (TBPz)) — (Ct (Zielgeng) — Ct (TBPg)))
Z — Zielzelllinie
K — Kontrollzelllinie

Ich habe die Experimente anhand von drei unabhangigen Zelllysaten durchgefiihrt. Die
Validitdt der genutzten Primer habe ich mittels Auftrennung der DNA in einem 1,5%
Agarosegel bestatigt. Daflir wurden 1,5 Masseprozent Agarose in TAE Puffer (40 mM Tris,
20 mM Essigsaure, 1 mM EDTA) unter 0,5 pyg/ml Ethidiumbromid zum Lésen der Agarose
aufgekocht und durch Abklhlen polymerisiert. PCR-Produkte wurden mit DNA Ladepuffer
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gemischt und bei 120 V im Agarosegel mit TAE Puffer aufgetrennt. Die Signale wurden mittels
UVP UVsolo fouch Detektionssystem aufgenommen.

Eine Erhdhung auf das 1,5-fache bzw. eine Erniedrigung auf das 0,5-fache wurden bei den
Expressionsanalysen als Grenzen flir Hoch- bzw. Herunterregulation festgesetzt. Wenn in
mindestens zwei von drei Experimenten kein Messwert erzeugt werden konnte, wurden der

Datenpunkt als nicht messbar (n.m.) eingeordnet.

3.2.7 Proteinisolationsmethoden, SDS-PAGE und Westernblot

Ich habe Protein-Volllysate mittels Radioimmunoprazipitation Assay (RIPA) Puffer isoliert, der
mit 1x Protease Inhibitor Mix und 250 Units/ml Benzonase supplementiert wurde. Zur Analyse
von phosphorylierten Proteinen wurde zusatzlich 1x PhosSTOP™  supplementiert.
Histonlysate habe ich mit abcam Histone Extraktionskit entsprechend den Herstellervorgaben
unter Supplementierung von 1x Protease Inhibitor Mix und 250 Units/ml Benzonase isoliert.
Die jeweiligen Lyseansatze wurden 1 h auf Eis inkubiert und anschlieRend fir 15 min bei
16.000 xg zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und die Proteinkonzentration des
Uberstandes mittels Bradfordassay ermittelt. Dafiir habe ich Proteinlysat, destilliertes Wasser
und Bradford Reagenz im Verhaltnis 1:400:100 gemischt, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert
und die Konzentration anhand einer vorgegebenen Standardkurve bestimmt. Fir Histonlysate
habe ich 2pug Protein, fur Protein-Volllysaten 20 ug Protein und fur die Analyse
phosphorylierter Proteine 100 ug Protein je gewlinschter Auftragung pro Probe in
1x NuPAGE™ LDS-Probenpuffer flir 10 min bei 70 °C denaturiert.

Ich habe die Lysate mittels SDS-PAGE Uber Novex™ Bis-Tris Gradientengele mit 1x Novex™
NuPAGE™ MES SDS Laufpuffer bei 80 — 120 V aufgetrennt und im Anschluss bei 80 V mittels
Transferpuffer (33,3 mM Tris, 185,9 mM Glycin, 20 % Methanol) auf eine Amersham™
Protran® 0,2 um Nitrocellulosemembran Gbertragen. Unspezifische Bindungen wurden mittels
2 % bovinen Serumalbumin (BSA) fur Histonauftrennungen oder 5 % Magermilch far
Auftrennungen von Protein-Volllysaten in PBS mit 0,1 % Tween® 20 (PBST) blockiert. Zur
Analyse von phosphorylierten Proteinen wurden die Membranen in Intercept® Protein-Free
Blocking Puffer in Tris-gepufferter Salzlésung (150 mM NaCl, 3,5 mM Tris Base, 16,5 mM Tris-
HCI) mit 0,1 % Tween® 20 (TBST) blockiert. Membranzuschnitte wurden Gber Nacht bei 4 °C
in Primarantikérerlésungen unter Schwenken inkubiert. Zur Verdinnung der Antikérper anti-
H3K27me3 rabbit-anti-human, anti-H3K36me3 rabbit-anti-human und anti-H3 rabbit-anti-
human wurde 2 % BSA (PBS), zur Verdinnung von anti-phosphoSTAT5 (Y694) rabbit-anti-
human wurde Intercept® Protein-Free Blocking Puffer (TBS) und zur Verdinnung aller
anderen Antikérper 5 % Magermilch (PBS) genutzt. Ich habe die Membranen dreimal fur
10 min in PBST gewaschen, bevor sie 1 h bei Raumtemperatur in Sekundarantikérperlésung
unter Schwenken inkubiert wurden. Alle genutzten Antikérper sind inklusive der genutzten

Verdiinnungen in Tabelle 7 unter 2.5 aufgelistet. Ich habe die Membranen erneut dreimal fiir
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10 min in PBST gewaschen und mit ECL™ Prime Western Blotting Detektionsreagenz
entwickelt. Zur Analyse von phosphorylierten Proteinen wurden die Membranen bei den
jeweiligen Waschschritten in TBST gewaschen. Die Signale wurden mittels ChemiDoc Imager
Detektionssystem aufgenommen.

Zur quantitativen Analyse habe ich die Intensitaten mittels National Institutes of Health ImageJ
v1.51 bestimmt. Zur Normalisierung der Protein-Volllysate wurde Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und fir Histonlysate globales H3 als housekeeping
Protein verwendet. Die Ergebnisse wurden quantifiziert, indem das Verhaltnis von Intensitat
des Zielproteins zu Intensitat des housekeeping Proteins gebildet wurde. Im Anschluss wurde
das jeweilige Verhaltnis zur Kontrollzelllinie gebildet:

Intensitat (Zielproteiny)
Intensitat (housekeeping Proteiny)
Intensitat (Zielproteing)
Intensitat (housekeeping Proteing)
Z — Zielzelllinie
K — Kontrollzelllinie

Quantifikation (Zielproteiny) =

Ich habe Westernblots von drei oder fiinf unabhangigen Proteinlysaten angefertigt und einen
reprasentativen Blot gezeigt. Die entsprechenden Blots aller Replikate sind in den
Abbildungen 40, 41, 43, 46, 51, 52 und 57 im Anhang abgebildet. In die Quantifikation wurden
alle vorhandenen Blots einbezogen. Eine Erhéhung auf das 1,5-fache bzw. eine Erniedrigung
auf das 0,5-fache wurden bei den Expressionsanalysen als Grenzen fir Hoch- bzw.
Herunterregulation festgesetzt. Wenn es bei den Analysen kein Signal iber dem Hintergrund

gab, wurde die Quantifizierung mit nicht messbar (n.m.) ausgewertet.

3.2.8 Expressionsanalyse von Patientenproben

Die Expressionsanalyse der MEITL Patientenkohorte erfolgte mittels Immunhistochemie (IHC)
durch die medizinische Doktorandin der Klinik fur Innere Medizin IV der Universitatsmedizin
Halle (Saale) Franziska Lea Schimann sowie in Kooperation mit dem Institut flr Pathologie
des Universitatsklinikums Halle (Saale) durch den Pathologen Dr. Marcus Bauer mittels
Standardprotokoll des Bond Polymer Refine Detektionskit am automatisierten Leica Bond-l|
IHC-Farbesystems. Die Farbung wurde verblindet, mittels Axioscope 5 Microskop ausgewertet
und mittels H-Score Methode quantifiziert. Der H-Score gibt das Produkt aus Farbeintensitat
und Anteil positiver Zellen an und wurde je Patient aus dem Mittelwert zweier analysierter
Proben errechnet (Detre et al. 1995).

3.3 Durchflusszytometrische Verfahren

3.3.1 Analyse der DNA-Damage-Response
Ich habe Suspensionszellen mit einer Dichte von 500.000 Zellen / ml und adharente Zellen mit

einer Dichte von 500.000 Zellen / well im 6-well Format mit einem well je Zeitpunkt der
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Fixierung und Behandlung bzw. Kontrolle in RPMI-1640 Medium mit 10 % FBS und 1 %
Penicillin/Streptomycin ausgesat. Adharente Zellen wurden 24 h vor Beginn der Behandlung
je Analysezeitpunkt ausgesat, wahrend Suspensionszellen direkt nach der Aussaat behandelt
wurden. Zur Induktion von Doppelstrangbriichen habe ich die Zellen fir 1 h mit der 25-fachen
(Jurkat) bzw. der 50-fachen (Caki2) halbmaximalen Reduktion der Zellviabilitat (ICso) mit
Doxorubicin inkubiert. Als Kontrolle wurde das Volumenaquivalent PBS verwendet. Die ICso-
Werte wurden anhand der mittels 3.1.5 an den jeweiligen wildtypischen Zelllinien ermittelten
Konzentrationskurven berechnet. Fir die getesteten Zelllinien ergaben sich folgende

Konzentrationen:

Tabelle 15 Doxorubicinkonzentration bei halbmaximaler Reduktion der Zellviabilitat unter
Monotherapie. Zusatzlich ist der 25-fache (Jurkat) bzw. 50-fache (Caki2) ICso angegeben, der als
Behandlungskonzentration zur Induktion von Doppelstrangbrichen genutzt wurde.

Zelllinie ICs0 (Doxorubicin) [uM] Behandlungskonzentration [uM]
Caki2 0,0513 2,56
Jurkat 0,0689 3,45

Nach der Inkubation habe ich fir adharenten Zellen die Ansatze des ersten Zeitpunktes (0 h)
einmal mit PBS gewaschen, 5 min trypsiniert und anschliefend die Trypsinierung mittels
Zugabe von Kulturmedium abgestoppt und die gesamten Zellen der Kontroll- bzw.
Behandlungsansatze fixiert. Suspensionszellen habe ich im Kulturmedium durchmischt und
1x108 Zellen Kontroll- bzw. Behandlungsansétze fixiert. Dafiir wurden die Zellen fiir 5 min bei
300 xg zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde einmal mit PBS
gewaschen. Die Zellen wurden fur mindestens 24 h bei 4 °C mit eiskaltem 70 %igem Ethanol
fixiert. Die Kontroll- bzw. Behandlungsansatze fir die folgenden Analysezeitpunkte von
Suspensionszellen habe ich fiir 5 min bei 300 xg zentrifugiert, den Uberstand verworfen und
die Zellen einmal mit PBS gewaschen und in Kulturmedium neu gesetzt. Das Medium der
restlichen Kontroll- bzw. Behandlungsansatze von adharenten Zellen habe ich entfernt, die
Zellen einmal mit PBS gewaschen und das Medium zu Kulturmedium gewechselt. Die Ansatze
wurden weitere 5 h, 10 h oder 24 h inkubiert, bevor ich sie wie zuvor beschrieben fixiert habe.
Im Anschluss an die Fixierung wurde das Ethanol durch Zentrifugation fir 5 min bei 300 xg
entfernt und das Zellpellet einmal mit PBS gewaschen. Die Pellets habe ich 10 min in PBS bei
Raumtemperatur rehydriert und im Anschluss den Uberstand durch Zentrifugation fiir 5 min
bei 300 xg entfernt. Die Zellen wurden 45 min bei 4 °C 1:50 mit Alexa Fluor® 488 anti-yH2AX
in PBS mit 1 % FKS inkubiert und anschlieRend einmal mit PBS gewaschen. Zur Analyse von
Zellen mit Expression des Grin Fluoreszierenden Proteins (GFP) wurden die Zellen 45 min
bei 4 °C 1:50 mit Alexa Fluor® 647 anti-yH2AX in PBS mit 1 % FKS inkubiert und anschlief3end

ebenfalls einmal mit PBS gewaschen. Ich habe die Pellets fir 30 min in 1 mg/ml RNase bei
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37 °C inkubiert, 1:50 mit 4',6-Diamidino-2-phenyl-indol (DAPI) angefarbt, direkt am BD LSR

Fortessa™ Cell Analyzer analysiert und mit BD Life Sciences FlowJo™ v10.6.1 ausgewertet.
Die Gatingstrategie der yH2AX-positiven Zellen ist beispielhaft anhand des Alexa Fluor® 488-
gekoppelten yH2AX-Antikérpers flr Jurkat nach 5 h nach Mediumwechsel fir die Proben
unbehandelt und Doxorubicin-behandelt in der Abbildung 42 im Anhang gezeigt. Bei der
Farbung mittels des Alexa Fluor® 647-gekoppelten yH2AX-Antikérpers wurde analog
vorgegangen. Nicht-vitale Zellen (Schritt 1) und Dubletten (Schritt 2) wurden vom Gating
ausgeschlossen. Die Positivitat fir yH2AX (Schritt 3) wurde bestimmt und bereits in der
unbehandelt-Kontrolle vorhandene yH2AX-positive Zellen wurden vom prozentualen Anteil
YH2AX-positiver Doxorubicin-behandelter Zellen desselben Zeitpunkts abgezogen. Das
Gating der simultan analysierten Zellzyklusveranderungen wurde wie in 3.3.3 durchgeflhrt.

Die Experimente wurden jeweils dreimal durchgefuhrt.

3.3.2 Validierung der GFP-Positivitat transduzierter Zelllinien

Ich habe transduzierte Suspensionzellen im Kulturmedium durchmischt und 1x10° Zellen fir
5 min bei 300 xg zentrifugiert, den Uberstand verworfen und das Zellpellet zweimal mit PBS
gewaschen. Ich habe die Zellen auf 1 ml verdiinnt, direkt am BD LSR Fortessa™ Cell Analyzer
analysiert und mit BD Life Sciences FlowJo™ v10.6.1 ausgewertet.

Die Gatingstrategie ist beispielhaft fur Jurkat GFP mock shRNA in der Abbildung 44 im Anhang
gezeigt. Nicht-vitale Zellen (Schritt 1) und Dubletten (Schritt2) wurden vom Gating
ausgeschlossen. Die Positivitat fir GFP wurde anhand untransduzierter Jurkat als Kontrolle
bestimmt (Schritt 3). Die Experimente wurden regelmaRig zur Validierung der anhaltenden

Positivitat durchgefihrt.

3.3.3 Analyse von Apoptose und Nekrose

Ich habe die Zellen mit einer Dichte von 500.000 Zellen / ml ausgesat und mit 4 yM GSK126,
Oxaliplatin bei ICso oder simultan flr 24, 48, 72 oder 96 h inkubiert. Die ICso-Werte wurden
anhand der mittels 3.1.5 an den jeweiligen wildtypischen Zelllinien ermittelten
Konzentrationskurven berechnet. Fir die getesteten Zelllinien ergaben sich folgende

Oxaliplatinkonzentrationen:

Tabelle 16 Oxaliplatinkonzentration bei halbmaximaler Reduktion der Zellviabilitat unter
Monotherapie.

Zelllinie ICs0 (Oxaliplatin) [uM]
DERL2 2,022
HH 1,916
Jurkat 1,682
Loucy 0,4238
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Um den kompletten Verbrauch des Mediums zu verhindern, habe ich die 72 und 96 h Ansatze
nach 48 h Inkubation fir 5 min bei 300 xg zentrifugiert, den Uberstand verworfen und das
Zellpellet in Kontroll- bzw. Inkubationsmedium neu ausgesat. Nach der Inkubation habe ich
jeweils 2x108 Zellen fiir 5 min bei 300 xg zentrifugiert, den Uberstand verworfen und das
Zellpellet einmal mit PBS gewaschen. Ich habe die Proben mit Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) Annexin V Apoptose Detektionskit mit 7-Aminoactinomycin (7-AAD) nach Vorgaben
des Herstellers gefarbt, direkt am BD LSR Fortessa™ Cell Analyzer analysiert und mit BD Life
Sciences FlowJo™ v10.6.1 ausgewertet.

Die Gatingstrategie ist beispielhaft flr Jurkat nach 48 h Inkubation flir die Proben unbehandelt
und Oxaliplatin-behandelt in der Abbildung 55 im Anhang gezeigt. Bereits in der unbehandelt-
Kontrolle vorhandene nicht-vitale Zellen (Schritt 1) und Dubletten (Schritt 2) wurden vom
Gating ausgeschlossen. Die Positivitat fir 7AAD oder FITC AnnexinV wurde anhand
ungefarbter, 7AAD-gefarbter, FITC Annexin V-gefarbter und doppeltgefarbter unbehandelt-
Kontrollen bestimmt (Schritt 3). Die Experimente wurden dreimal durchgefihrt. Annexin V-
positive, 7-AAD-negative Zellen wurden als apoptotisch und Annexin V-positive, 7-AAD-

positive Zellen wurden als spat nekrotisch eingeordnet.

3.3.4 Zellzyklusanalyse

Ich habe die Zellen mit einer Dichte von 500.000 Zellen / ml ausgesat und mit 4 yM GSK126,
Oxaliplatin bei ICso oder simultan fir 24, 48, 72 oder 96 h inkubiert. Die ICso-Werte wurden
anhand der mittels 3.1.5 an den jeweiligen wildtypischen Zelllinien ermittelten
Konzentrationskurven berechnet und sind in Tabelle 16 unter 3.3.2 aufgelistet. Um den
kompletten Verbrauch des Mediums zu verhindern, habe ich die 72 und 96 h Ansatze nach
48 h Inkubation fiir 5 min bei 300 xg zentrifugiert, den Uberstand verworfen und das Zellpellet
in Kontroll- bzw. Inkubationsmedium neu ausgesat. Nach der Inkubation habe ich jeweils
2x10° Zellen fiir 5 min bei 300 xg zentrifugiert, den Uberstand verworfen und das Zellpellet
einmal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden fiir mindestens 24 h bei 4 °C mit eiskaltem
70 %igem Ethanol fixiert. Im Anschluss habe ich das Ethanol durch Zentrifugation fur 5 min
bei 300 xg entfernt und das Zellpellet einmal mit PBS gewaschen. Die Proben wurden fir
30 min in 1 mg/ml RNase bei 37 °C inkubiert und 1:50 mit DAPI angefarbt. Im Anschluss habe
ich die Proben direkt am BD LSR Fortessa™ Cell Analyzer analysiert und mit BD Life Sciences
FlowJo™ v10.6.1 ausgewertet.

Die Gatingstrategie ist beispielhaft fur Jurkat nach 48 h Inkubation flr die Proben unbehandelt
und Oxaliplatin-behandelt in der Abbildung 54 im Anhang gezeigt. Die gesamten Zellen
wurden erfasst (Schritt 1) und Dubletten vom Gating ausgeschlossen (Schritt 2). Nicht-vitale
Zellen wurden zur Bestimmung der Sub-GoG1-Phase in Schritt 1 nicht ausgeschlossen. Die
Zuordnung der Zellzyklusphasen erfolgte mittels Watson (Pragmatic) Modell (Watson et al.

1987). Die Experimente wurden jeweils dreimal durchgeflhrt.
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3.4 Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma

Ich habe die Zellen mit einer Dichte von 500.000 Zellen / ml ausgesat und mit Oxaliplatin bei
ICs0 oder Oxaliplatin mit 4 yM GSK126 simultan fir 6, 24, 48 oder 72 h inkubiert. Die ICso-
Werte wurden anhand der mittels 3.1.5 an den jeweiligen wildtypischen Zelllinien ermittelten
Konzentrationskurven berechnet und sind in Tabelle 16 unter 3.3.2 aufgelistet. Zur
zusatzlichen Inhibition von Sterol Regulatory Element bindenden Proteinen und ATP-Binding
Cassette Transportern wurden die Zellen zusatzlich mit 1 uM Fatostatin oder 30 uM
Glibenclamide fiir 24, 48 oder 72 h inkubiert. Um den kompletten Verbrauch des Mediums zu
verhindern, habe ich die 72 h Ansatze nach 48 h Inkubation fir 5 min bei 300 xg zentrifugiert,
der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in Kontroll- bzw. Inkubationsmedium neu
ausgesat. Nach der Inkubation habe ich jeweils 2x10° Zellen fiir 5 min bei 300 xg zentrifugiert,
den Uberstand verworfen und die Pellets in flissigem Stickstoff schockgefrostet, um
Degradationsprozesse zu stoppen. Ich habe die Pellets in 1 %iger Salpetersaure
resuspendiert und fiir 18 h bei 70 °C inkubiert.

Der Platingehalt wurde in Kooperation mit der Abteilung Innere Klinik (Tumorforschung) des
Universitatsklinikums Essen durch Dr. Ralf-Axel Hilger mittels Massenspektrometrie mit
induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) an einem Bruker 820-MS ICP Massenspektrometer
mit Agilent ICP-MS Expert Software v2.1 bestimmt und als ngpiatin je 1x106 Zellen angegeben.
Fir eine ICP-MS Messung wurden 5 Replikate mit je 20 Scans derselben Probe analysiert.
Die Quantifizierung erfolgte durch Dr. Hilger anhand von Standardkurven mit
Ausgangsldsungen, die auf das National Institute of Standards and Technology zurtickgehen.
Zum Vergleich verschiedener Ansatze habe ich die Werte anschlieRend auf die jeweilige
zugehdrige Oxaliplatinmonotherapie zum jeweiligen Zeitpunkt normiert. Das Experiment der
Oxaliplatin/GSK126 Kombinationstherapie wurde finfmal und die Experimente mit
zusatzlicher Inhibition von Sterol Regulatory Element bindenden Proteinen und ATP-Binding

Cassette Transportern oder EZH2 Knockdown wurden dreimal durchgeflihrt.

3.5 Statistische Analysen

Graphpad Prism Software v8.4.3 wurde fur basale statistische Analysen wie signifikante
Unterschiede und Korrelation genutzt. Wenn nicht anders spezifiziert, habe ich zur
Berechnung von Signifikanzen den ungepaarten Student t-Test und bei der Analyse normierter
Daten den Welch-Test verwendet. Alle Berechnungen der Signifikanz wurden zweiseitig
durchgefihrt. Signifikanz wurde bei einem p-Wert von <0,05 angenommen. Bioinformatische

Analysen sind unter 3.2.1 und 3.2.6 beschrieben.
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4. Ergebnisse

4.1 Mutationsanalyse MEITL

In einer Kohorte von 33 durch Referenzpathologen bestatigten Monomorphen Intestinalen T-
Zell Lymphomen (MEITL) Fallen wurden elf Falle mittels Exomsequenzierung (WES) durch
Omega Bioservices (Norcross, Georgia, USA) und alle Falle mittels zielgerichteter
Sequenzierung durch das deutsche Krebszentrum Heidelberg analysiert. Die Patienten der
Kohorte hatten ein medianes Alter von 62 Jahren (38 bis 92 Jahre). Die Kohorte bestand zu
49 % aus weiblichen und zu 36 % aus mannlichen Patienten. In 15 % der Falle war das
Geschlecht unbekannt. Der Expressionsstatus des T-Zell Rezeptors ist in Tabelle 17
zusammengefasst mit einem hoheren Anteil von y® T-Zell Rezeptor positiven (45 %) im
Vergleich zum aff T-Zell Rezeptor positiven MEITL (30 %). Fur die MEITL Kohorte sind keine
klinisch-pathologischen Parameter erhoben worden. Die immunhistochemischen Analysen
wurde in Kooperation mit dem Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums Halle (Saale)
durch den Pathologen Dr. Marcus Bauer durchgefihrt und zeigten die in Tabelle 17

aufgefihrte Markerexpression.

Tabelle 17 Charakteristika der MEITL Kohorte. n=33. Der T-Zell Rezeptorstatus war flir eine Probe
unbekannt.

Weiblich n=16 (49 %)
Geschlecht Ménnliche n=12 (36 %)
Keine Angabe n=5 (15 %)
Alter Median 62 Jahre
apPositv n=10 (30 %)
T-Zell Rezeptorstatus y&Positv n=15 (45 %)
Doppelt negativ n=7 (21 %)
CD3Posv n=33 (100 %)
CD4rositv n=2 (6 %)
Proteinexpression CDB56P™ n=31 (94 %)
TIA-1/ Perforinpositv n=19 (58 %)

Auffallig haufig traten mit 25 Fallen (76 %) Mutationen in mindestens einem der analysierten
Vertreter des JAK/STAT Signalweges auf, wobei 73 % der Mutationen aktivierende Funktionen
zeigten (Abb. 2A). Weiterhin wurden in 28 Fallen (85 %) Mutationen der Histon
Methyltransferase SETD2 gefunden, von denen 75 % zu einem Funktionsverlust von SETD2
fihrten. Die Validitat der gefundenen Mutationen habe ich bei Diskrepanzen der handischen
und bioinformatischen Analyse zunachst mittels Sangersequenzierung Gberpruft. Beispielhafte

Sequenzierungen wildtypischer bzw. SETD2 mutierter Proben sind in Abbildungen 2B-C
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gezeigt. So wurde die mittels Next Generation Sequenzierung identifizierte SETD2 Mutationen
der MEITL Probe 25 mit einer Allelfrequenz von 20,6 % an Position 47084139 des humanen
Referenzgenoms 19 (hg19) Chromosom 3 (chr3) widerlegt (Abb. 2B). Die SETD2 Insertion der
MEITL Probe 33 mit einer Allelfrequenz von 30,6 %, welche durch Verschiebung des
Leserahmens zu einem Funktionsverlust fihrt, wiederum wurde durch die bioinformatische
Analyse zunachst als Artefakt erkannt. Diese Mutation konnte ich mittels
Sangersequenzierung jedoch validieren (Abb. 2C). Zum Abgleich wurde jeweils der hg19
Datensatz des National Center for Biotechnology (NCBI) der National Library of Medicine
(USA) genutzt (National Center of Biotechnology Information (NCBI) 1988; Sayers et al. 2022).
Die Funktionalitat und Spezifitat der genutzten Primer wurde mittels gelelektophoretischer
Auftrennung validiert (Abb. 37).

A

# Mutationen /Probe
© A N w & o

o HHEEEE H HEE EEEEEEE BEEN<EH B B

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

JAK1 12%

STAT3

STATSB 36%
SETD2 85%
H3K36me3

..%éé%ié W«”&W@&é

EZH2 3%
TS X N . | R | | | XX
weomes  [HHNE H XENEW H EEEE EEEE Em
é o . Missense Mutation . Frame Shift Insertion Splicing . Frame Shift Delition Expressionsanalyse
5 ) ) ) ”
g _E . Mehrfach mutiert . In Frame Insertion . Nonsense Mutation . In Frame Delition H-Score
R I ——
H : ) -
GoF Mutati fs/NS/LoF Mutat Idtypisch
D Ol utaton D o] lutation wilatypiscl ° 100 200 300
TzeliRezeptor  [Jop Tzt Rezeptor [ vo T-zeli Rezeptor T-Zell Rezeptor negativ
><keine Daten
=] SETD2hg19 chr3: 47084134 — 47084144 [ed SETD2 hg19 chr3: 47098903 — 47098918
NCBI Gene TTTGGGAGGAG NCBI Gene ACTTCCGGCGTTCCT
Bioinformatischer Analyse TTTGGTAGGAG  echt Bioinformatischer Analyse ACTTCCACTTCCCGGGGCGTTCCT  Artefakt
Sangersequenzierung TITGGGAGGAG  wt Sangersequenzierung ACTTCC-Sequenzverschiebung echt
sense Sequenzierung antisense Sequenzierung sense Sequenzierung antisense Sequenzierung

TTTGGTT TG GG AGG G GGGG ccccTeT cc ccc~~‘-4y CAAA  AAA CAACTTCCGGCGTTCCTC AGGAACGCCGGAAGTTGTTT
0 80 100

ool t1

Abbildung 2 Mutationsanalyse der MEITL Kohorte. A Werte unter T-Zell Rezeptor werden unter
T-Zell Rezeptor Status und Mutationsdaten unter Mutationsstatus beschrieben. Bioinformatische
Analysen wurden durch PD Dr. Sarah Sandmann durchgefihrt und ich habe die Validitat mittels
handischer Analyse Uberprift. Zusatzlich sind Expressions- und Trimethylierungsdaten unter H-Score
inkludiert. Die Farbungen wurden von Franziska Lea Schimann und Dr. Marcus Bauer erzeugt und
quantifiziert. GoF — gain-of-function Mutation, FS — frameshift Mutation, NS — nonsense Mutation,
LoF — loss-of-function Mutation. Beispielhafte sense und antisense Sequenzierung einer (B)
wildtypischen (wt) oder (C) SETD2 mutierten Sequenz.
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Ausgehend von den bestimmten Mutationen der MEITL Kohorte habe ich anhand der in
Abbildung 3B gezeigten H-Scores immunhistochemischer Farbungen, die durch die
medizinische Doktorandin der Klinik fur Innere Medizin IV der Universitdtsmedizin Halle
(Saale) Franziska Lea Schimann sowie in Kooperation mit dem Institut fir Pathologie des
Universitatsklinikums Halle (Saale) durch den Pathologen Dr. Marcus Bauer erzeugt und
quantifiziert wurden, validiert, dass Falle mit wildtypischem SETDZ2 eine starkere H3K36
Trimethylierung als Falle mit mutiertem SETD2 zeigten. Beispielhafte Farbungen der H3K36
Trimethylierung sind in Abbildung 3A gezeigt.
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Abbildung 3 H3K36me3 Expression in der MEITL Kohorte. A Beispielhafte H3K36me3 Farbung
der bereitgestellten IHC Farbungen. Die Farbungen wurden von Franziska Lea Schimann und Dr.
Marcus Bauer in 400-facher VergréRerung erzeugt und quantifiziert. B Ich habe die Abhangigkeit des
H3K36me3 H-Scores vom SETD2 Mutationsstatus bestimmt. Statistik nach Mann-Whitney-Test.
wt — wildtypisch; ** p<0,005.

Neben SETD2 wurden auch die die haufig in verschiedenen Tumorentitaten alterierte Histon
Methyltransferasen EZH2 sowie das eng verwandte Paralog EZH1 analysiert, fur die keine
Daten in der Literatur fur MEITL vorlagen. Es zeigten sich fur EZH1 in keinem der elf
analysierten Falle Mutationen. Fir EZH2 wurde in einem Fall (3 %) eine Mutation in der
Kohorte gefunden. Die Analyse der immunhistochemischen Auswertungen der EZH2
Expression und H3K27 Trimethylierung zeigten eine moderate und signifikante Korrelation der
Variablen (r = 0,659, p = 0,002) (Abb. 4C) (Mukaka 2012). Beispielhafte Farbungen der EZH2
Expression und H3K27 Trimethylierung sind in Abbildung 4A-B gezeigt.
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Abbildung 4 Korrelation von EZH2 und H3K27me3 Expression in der MEITL Kohorte.
Beispielhafte (A) EZH2 und (B) H3K27me3 Farbung der bereitgestellten IHC Farbungen. Die
Farbungen wurden von Franziska Lea Schiumann und Dr. Marcus Bauer in 400-facher Vergréf3erung
erzeugt und quantifiziert. C Ich habe die Korrelation zwischen H3K27me3 und EZH2 Expression
bestimmt.

Die Mutationen der analysierten Vertreter des JAK/STAT Signalweges und der Gene der
Histon Methyltransferasen SETD2 und EZHZ2 habe ich mittels cBioPortal Mutation Mapper
lokalisiert (Abb. 5) (Cerami et al. 2012; Gao et al. 2013).

In den Genen JAK7 und JAK3 wurden Mutationen hauptsachlich in den Protein Tyrosin Kinase
Doméanen gefunden. Von den vier Missense Mutationen des JAK? Gens ist L910P als
aktivierend publiziert (Gordon et al. 2010). Die haufigste Mutation des JAK3 Gens war mit
sieben Fallen (21 %) die aktivierende Missense Mutation M5111 (Degryse et al. 2014). Weitere
gefundene aktivierende Mutationen des JAK7 Gens waren A573V mit sechs Fallen (18 %)
sowie R657W und V678L mit jeweils einem Fall (Degryse et al. 2014; Vicente et al. 2015).

Eine Probe zeigte eine inaktivierende Funktion durch eine frameshift Mutation in der ersten

Protein Tyrosin Kinase Domane. Ein weiterer Fall mit einer in-frame Mutation an derselben
Position des JAK?1 Gens war von unklarer Signifikanz. Das STAT3 Gen war mit zwei
Mutationen selten und ausschlieflich in der DNA-Bindedomane mutiert, wahrend STAT5B die
aktivierende N642H Mutation in der Src Homology 2 Domane in neun Fallen (27 %) zeigte
(Bandapalli et al. 2014). In zwei weiteren Fallen (6 %) wurde die aktivierende V712E Mutation
in der Transaktivierungsdomane gefunden (Roberti et al. 2016).

In der MEITL Kohorte zeigte SETDZ2 Uber die ganze Sequenz des Gens Mutationen. Das
Auftreten von Mutationen mit /oss-of-function Charakter war auf keine bestimmte Genregion
eingegrenzt. Die flr die Proteinaktivitat kritische Position H2514 war in drei Fallen (9 %) mutiert
(Li et al. 2005).

Die einzige Mutation des EZH2 Gens wurde in der katalytisch aktiven SET Doméane gefunden.

Die Mutation war von unklarer Signifikanz.
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Abbildung 5 Lokalisation und Art der gefundenen Mutationen in der MEITL Kohorte. Die
Analyse wurde fir JAK1, JAK3, STAT3, STAT5B, SETD2 und EZH2 mittels cBioPortal Mutation
Mapper durchgefiihrt (Cerami et al. 2012; Gao et al. 2013). Das Auftreten bekannter Mutationen mit
Einfluss auf das Tumorwachstum wurde anhand der OncoKB™ Datenbank analysiert (Chakravarty
et al. 2017).

Neben den aufféllig haufigen Mutationen des JAK/STAT Signalweges und SETD2 wurden
auch typische bekannte, in Tumorprogression und Chemotherapiesensitivitat involvierten
Genen analysiert. Es fanden sich Mutationen in TP53 in neun Fallen (27 %), ATM in zwei
Fallen (6 %), Kirsten Rat Sarcoma Virus (KRAS) in sechs Fallen (18 %), Abelson Murine
Leukemia Viral Oncogene Homolog 1 (ABL17) in sieben Fallen (21 %) und Abelson Murine
Leukemia Viral Oncogene Homolog 2 (ABL2) in sechs Fallen (18 %) (Hollstein et al. 1991;
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Artuso et al. 1995; Hartman et al. 2012; Salles et al. 2011; Sos et al. 2009). Veranderungen
der Genkopienzahl wurden an zehn MEITL Proben mittels WES ermittelt. Verluste der
Genkopiezahl wurden fir die Gene ATM in sechs Fallen (60 %) und fur TP53 in finf Fallen
(50 %) gefunden. Erhéhung der Genkopiezahl wurde fur ABL1 in funf Fallen (50 %) und far
ABLZ2 in zwei Fallen (20 %) aufgezeigt.

Aufgrund der hohen Anzahl an SETD2 Mutationen in der MEITL Kohorte sowie des bekannten
Einflusses hoher EZH2 Expression auf die Tumorprogression wurde der Einfluss der Histon
Methyltransferasen auf Wachstum und Chemotherapiesensitivitat in Zelllinienmodellen mit T-

Zell Leukamie- und Lymphomhintergrund analysiert.
4.2 SETD2

4.2.1 Mutationsstatus, SETD2 mRNA Expression und basale H3K36 Trimethylierung in
Zelllinienpanel von T-Zell Neoplasien

Der genetische Hintergrund fir SETD2, JAK1, JAK3, STAT3 und STAT5B, die SETD2 mRNA-
Expression sowie die H3K36 Trimethylierung wurden flur die T-Zell Akute Lymphatische
Leukamie (T-ALL) Zelllinien Jurkat, SUPT11 und Loucy, die Kutanes T-Zell Lymphom (CTCL)
Zelllinie HH, die Hepatosplenisches T-Zell Lymphom (HSTCL) Zellinie DERL2, die
Anaplastisches Grol3zelliges Lymphom, Anaplastische Lymphomkinase positiv (ALCL, ALK+)
Zelllinie SR786, die Burkitt Lymphom Zelllinie Daudi, die Diffuses GrolRRzelliges B-Zell
Lymphom (DLBCL) Zelllinie OciLy1 und die Vergleichszelllinie HelLa bestimmt. Das Gen
SETD2 war in OciLy1 (I11792M) mutiert, diese Mutation war laut Datenbankanalyse aber von
unklarer Signifikanz (Morin et al. 2013). Es zeigte sich in keiner der Zelllinien eine Mutation im
JAK1 Gen. JAK3 und STAT3 waren nur in der Zelllinie Jurkat mutiert (K885E bzw. L78F und
R729FS). Diese Mutationen waren ebenfalls von unklarer Signifikanz. Fir das STAT5B Gen
wurden Mutationen in den Zelllinien Jurkat (L142P und T724M), DERL2 (N642H) und Daudi
(V46l) gefunden (Tabelle 18). Wahrend es sich bei der STAT5BY¢*" Mutation um eine
bekannte aktivierende Mutation handelt, waren die anderen Mutationen von unklarer
Signifikanz (Bandapalli et al. 2014). Eine umfassende Darstellung der analysierten Mutationen
findet sich im Anhang in Abbildung 38.
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Tabelle 18 Mutationsanalyse des SETD2 Hintergrundes und des JAK/STAT Signalweges der
genutzten Zelllinien. Mutationsdaten wurden von Cosmic (03.06.2022) fur Jurkat, Loucy, HH,
SR786 und Daudi, von CCLE (20.09.2022) fir SUPT11, DERL2 und HeLa sowie von Morin et al. und
Wright et al. fir OciLy1 bezogen (Morin et al. 2013; Wright et al. 2020; Tate et al. 2019; Barretina et
al. 2012).

SETD2 JAK1 JAK3 STAT3 STATSB
Jurkat wt wt K885E L78F L142P
R729FS T724M
SUPT11 wt wit wt wt wit
Loucy wit wit wit wit wit
HH wt wt wt wt wt
DERL2 wt wt wt wit N642H
SR786 wt wt wt wt wt
Daudi wt wt wt wit V46l
OciLy1 1792M wit wt wt wt
Hela wt wt wt wt wit

Zur Analyse der Veranderungen der SETD2 mRNA-Expression wurde eine Erhéhung auf das
1,5-fache der Expression in HelLa als hochreguliert und eine Erniedrigung auf das 0,5-fache
der Expression in HelLa als herunterreguliert definiert (Abb. 6A). Eine Hochregulation wurde in
der Zelllinien SUPT11 (1,7-fach; p =0,003) gefunden. Die Zelllinien Jurkat (0,6-fach;
p =0,032), Loucy (1,3-fach; p=0,310), DERL2 (0,7-fach; p =0,087), Daudi (1,0-fach;
p = 0,815), und OciLy1 (1,1-fach, p = 0,373) zeigten keine Unterschiede. In den Zelllinien HH
(0,2-fach; p =0,00002) und SR786 (0,5-fach; p=0,011) wurde eine erniedrigte SETD2
mRNA-Expression gefunden (Abb. 6B). Die Funktionalitat und Spezifitdt der genutzten Primer
wurde stichprobenartig mittels gelelektophoretischer Auftrennung validiert (Abb. 39).

Fir das Protein SETD2 ist kein valide funktionierender Antikérper kommerziell erhaltlich.
Dementsprechend habe ich auf Proteinebene die Trimethylierung von H3K36 analysiert. Da
SETD2 die Histonmethyltransferase ist, die diesen Histonrest primar trimethylieren kann, kann
man indirekt anhand der H3K36me3 auf die SETD2 Proteinexpression und Funktionalitat
schlieBen (Edmunds et al. 2008). Erneut wurde eine Erhdéhung auf das 1,5-fache der
Expression in HelLa als hochreguliert und eine Erniedrigung auf das 0,5-fache der Expression
in HelLa als herunterreguliert definiert (Abb.6B). Es wurde eine erhdhte H3K36
Trimethylierung fiir die Zelllinien SUPT11 (1,8-fach; p = 0,026), Loucy (2,1-fach; p = 0,112),
HH (1,8-fach; p = 0,175) und DERL2 (2,4-fach; p = 0,007) gefunden. Die Zelllinien Jurkat (1,2-
fach; p =0,305), SR786 (1,2-fach; p = 0,018), Daudi (1,4-fach, p = 0,164) und OciLy1 (1,0-
fach, p = 0,990) zeigten eine mit HeLa vergleichbare Starke der H3K36 Trimethylierung.
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Abbildung 6 Basale Charakterisierung des SETD2 Hintergrundes. Es wurden (A) SETD2 mRNA-
Expression und (B) H3K36 Trimethylierung analysiert. Analysen der mMRNA-Expression zeigen den
Mittelwert + Standardfehler (SEM), n=3 und Analysen der Trimethylierung zeigen den
Mittelwert £ Standardabweichung (SD), n=3. Die Werte der Quantifizierungen wurden jeweils auf die
Vergleichszelllinie HeLa bezogen. * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001.

Fur MEITL existieren keine kommerziell erhaltlichen Zelllinienmodelle. Die yd T-Zell Lymphom
Zelllinie DERL2, deren zellularer Hintergrund den MEITL am nachsten kommt, konnte
wiederholt nicht transduziert werden, weshalb sie flr weitere Analysen nicht verwendet werden
konnte.

Deshalb wurde ein verfligbares Zelllinienmodell einer anderen Entitat, fir welche ein SETD2
Verlust bekannt ist, genutzt (Gerlinger et al. 2012). Es wurde die klarzelligem
Nierenzellkarzinomzelllinie (ccRCC) Caki2 gewahlt. Auf genetischer Ebene ist flr diese
Zelllinie keine Mutation in SETD2, JAK1, JAK3, STAT3 oder STAT5B bekannt (Tabelle 19).

Tabelle 19 Mutationsanalyse der Zelllinie Caki2. Mutationsdaten wurden von CCLE (20.09.2022)

bezogen (Barretina et al. 2012).
SETD?2 JAK1 JAK3 STAT3 STAT5B

Caki2 wt wt wi wt wt

Die mRNA-Expression von SETD2 war im Vergleich zu HelLa nicht verandert (0,8-fach;
p = 0,534), wahrend die H3K36 Trimethylierung auf Proteinebene im Vergleich zu HeLa auf
das 0,4-fache (p = 0,0003) der HeLa H3K36me3 verringert war (Abb. 7A-B). Die umfassenden
Ergebnisse der basalen Mutations- und Expressionsanalyse aller genutzten Zelllinien sind in

der Tabelle 22 im Anhang zusammengefasst.
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Abbildung 7 Basale Charakterisierung des SETD2 Hintergrundes von Caki2. Es wurden
(A) SETD2 mRNA-Expression und (B) H3K36 Trimethylierung analysiert. Analysen der mRNA-
Expression zeigen den Mittelwert + SEM, n=3 und Analysen der Trimethylierung zeigen den
Mittelwert £ SD, n=3. Die Werte wurden jeweils auf die Vergleichszelllinie HelLa bezogen.
*** p<0,001.

4.2.2 Einfluss von SETD2 Verlust auf das Wachstum von T-Zell Neoplasien

Zur funktionellen Analyse habe ich in der T-ALL Zelllinie Jurkat, der ALCL, ALK+ Zelllinie
SR786 und der ccRCC Zelllinie Caki2 einen shRNA vermittelter SETD2 Knockdown erzielt.
Der SETD2 Verlust wurde auf Proteinebene durch verringerte H3K36 Trimethylierung
(Abb. 8A) und auf mMRNA-Ebene durch verringerte SETD2 Expression (Abb. 8B) im Vergleich
zur jeweiligen mock Kontrolle nachgewiesen. Fir die Zelllinie SR786 SETD2 KD3 (p = 0,121)
konnte dabei auf mMRNA-Ebene keine Signifikanz erzielt werden. Dementsprechend wurde flr
SR786 mit einem zweiten SETD2 Primerpaar die SETDZ2 Expression evaluiert, wobei fur alle
SR786 SETD2 Knockdownzelllinien eine signifikante SETD2 mRNA-Herunterregulation
nachgewiesen werden konnte (Abb. 8C). Dementsprechend und da alle Zelllinien eine
signifikante Herunterregulation der SETD2-Zielmethylierung H3K36me3 zeigten, wurde der

Knockdown als etabliert eingestulft.
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Abbildung 8 Etablierung des SETD2 Knockdowns. A Der SETD2 Knockdown wurde in den
Zelllinien Jurkat, SR786 und Caki2 mittels Westernblot validiert. Die jeweilige zugehdrige
Quantifizierung wird darunter gezeigt. Die Balken zeigen den Mittelwert £ SD, n=3. B Die Reduktion
der SETD2 mRNA wurde mittels gPCR Uberprift. C Fir SR896 SETD2 Knockdownzelllinien wurde
die SETD2 mRNA-Expression mit einem zweiten Primerpaar (“SETD2 II”) bestatigt. Die Balken in (B)
und (C) zeigen den Mittelwert £+ SEM, n=3. Die quantitativen Analysen von Westernblot und gPCR
wurden auf die jeweilige mock Kontrolle normiert. * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001.

Der Einfluss des SETD2 Knockdowns auf das Zellwachstum wurde anhand der
Verdopplungszeit analysiert (Abb. 9). Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Werte jeweils
auf die Verdopplungszeit der simultan mitgefihrte mock Kontrolle normiert. Fir die
Bestimmung des Einflusses auf die Proliferation wurde eine Verlangsamung auf die 1,5-fache
bzw. eine Beschleunigung auf die 0,5-fache Verdopplungszeit als Grenze gewahlt. Die T-ALL
Zelllinie Jurkat und die ALCL, ALK+ Zelllinie SR786 zeigten dabei eine Verlangsamung des
Zellwachstums. Fir die Jurkat SETD2 Knockdowns ergab sich eine Verlangsamung des
Wachstums auf das 2,1- (SETD2 KD1, p =0,075), 1,4- (SETD2 KD2, p = 0,003) bzw. 1,5-
fache (SETD2 KD3, p = 0,014). Das Wachstum der SR786 SETD2 Knockdowns war auf das
1,3- (SETD2 KD1, p =0,033), 3,5- (SETD2 KD2, p = 0,068) und 1,3-fache (SETD2 KD3,
p =0,036) verlangsamt. Damit ergab sich flr beide Zelllinien in wenigstens einer
Knockdownzelllinie eine Verlangsamung auf das mindestens 1,5-fache und die anderen
SETD2 Knockdownlinien zeigten dieselbe Tendenz im Vergleich zur mock Kontrolle.

Fir die ccRCC Zelllinie Caki2 wurde hingegen keine Verlangsamung im Vergleich zur mock
Kontrolle gefunden (SETD2 KD1 1,1-fach; p = 0,748) (SETD2 KD2 1,4-fach; p = 0,007).
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Abbildung 9 Verdopplungszeiten unter SETD2 Knockdown. Die ermittelte Verdopplungszeit tGiber
72 h wurde fur Jurkat, SR786 und Caki2 auf die jeweilige zugehorige mock Kontrollzelllinie normiert.
Die Werte zeigen den Mittelwert £ SEM, n=5. * p<0,05 ** p<0,005.

4.2.3 Einfluss von SETD2 Verlust auf Chemotherapieansprechen von T-Zell Neoplasien

Es wurde unter SETD2 Knockdown analysiert, welchen Einfluss der SETD2 Verlust auf die
Sensitivitdt gegenlber den in der Erstlinienbehandlung von Peripheren T-Zell Lymphomen
(PTCL) etablierten Chemotherapeutika Doxorubicin und Etoposid hat (Abb. 10). Die Analysen
erfolgten an der T-ALL Zelllinie Jurkat, der ALCL, ALK+ Zelllinie SR786 und der ccRCC
Zelllinie Caki2 im Vergleich mit der jeweiligen zugehérigen mock Kontrollzelllinie.

In den Analysen zeigte sich eine hdhere Resistenz gegentber Doxorubicin in Jurkat fir die
getesteten shRNAs. Der Effekt war fur SETD2 KD3 (maximale Differenz +24,2 % Viabilitat;
p = 0,00007) starker als fur SETD2 KD1 (maximale Differenz +13,4 % Viabilitat; p = 0,0001)
und SETD2 KD2 (maximale Differenz +18,4 % Viabilitat; p = 0,000002). Unter Etoposid wurde
in Jurkat SETD2 KD2 (maximale Differenz +10,2 %; p = 0,033) und SETD2 KD3 (maximale
Differenz +17,1 % Viabilitat; p = 0,0002) ebenfalls eine Erhéhung der Resistenz gefunden,
wahrend SETD2 KD1 keine Veranderung der Sensitivitat aufwies (maximale Differenz +3,9 %
Viabilitat; p = 0,340).

Die Erh6éhung der Resistenz wurde nicht in SR786 gefunden. Es zeigte sich unter einer hohen
getesteten Doxorubicinkonzentration fir SETD2 KD1 (maximale Differenz -11,8 % Viabilitat;
p = 0,216) und SETD2 KD3 (maximale Differenz -15,4 % Viabilitat; p = 0,108) eine Tendenz
der Sensitivierung. Die Zelllinie zeigte unter einer niedrigen getesteten Etoposidkonzentration
eine Sensitivierung (SETD2 KD1 maximale Differenz -15,6 % Viabilitat; p = 0,039) (SETD2
KD2 maximale Differenz -12,0 % Viabilitat; p = 0,098) (SETD2 KD3 maximale Differenz
-19,4 % Viabilitat; p = 0,026). Unter SETD2 KD2 wurden keine Veranderungen der Sensitivitat
im Vergleich mit der mock Kontrolle gefunden (maximale Differenz -1,2 % Viabilitat; p = 0,950).
In der Zelllinie Caki2 wurde flir SETD2 KD1 eine Sensitivierung unter Doxorubicin (maximale
Differenz -13,6 % Viabilitat; p = 0,029) gefunden. Unter Etoposid war fur diese Knockdownlinie
eine Tendenz der Sensitivierung erkennbar (maximale Differenz -7,2 % Viabilitat; p = 0,178).

In Caki2 SETD2 KD2 zeigte sich hingegen eine Erhéhung der Resistenz unter Doxorubicin
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(maximale Differenz +12,9 % Viabilitét; p = 0,041) und Etoposid (maximale Differenz +18,5 %
Viabilitat; p = 0,002).
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Abbildung 10 SETD2 Knockdown beeinflusst die Sensitivitat gegeniiber Doxorubicin und
Etoposid. Es wurde die Sensitivitdt gegentiber Doxorubicin oder Etoposid nach 72 h gemessen.
Jeder Balken zeigt den Mittelwert + SEM, n=3. * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001.

4.2.4 Einfluss von SETD2 Verlust auf Funktionalitat der DNA-Damage-Response

Die Anzahl auftretender Mutationen sowie kurzer Insertionen und Deletionen wurde in der
WES-Analyse der MEITL Kohorte als Mal} einer funktionierenden DNA-Damage-Response
durch den Bioinformatiker Christoph Bartenhagen vom Institut fir Medizinische Informatik der
Universitat Minster analysiert (Abb. 11). Anhand meiner statistischen Analyse konnte kein
Unterschied der Anzahl von Mutationen insgesamt oder Insertionen und Deletionen zwischen
SETD2 wildtypischen und Proben mit SETD2 Verlust gefunden werden. Die Aussagekraft der

Analyse wird jedoch bedingt durch eine hohe Abweichung sowie die sehr geringe Probenzahl.
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Abbildung 11 Analyse der Anzahl von Mutationen und kurzer Insertionen und Deletionen unter
SETD2 Verlust. Das Auftreten von (A) Mutationen oder (B) kurzer Insertionen und Deletionen als
MalR der Funktionalitdt der DNA-Damage-Response wurde in der MEITL Kohorte durch den
Bioinformatiker Christoph Bartenhagen vom Institut fur Medizinische Informatik der Universitat
Munster bestimmt. Ich habe statistisch die Abhangigkeit des SETD2 Mutationsstatus analysiert. Die
Balken zeigen den Mittelwert + SD.

Da der Aussagegehalt der Analyse der Funktionalitdt der DNA-Reparatur in der MEITL
Kohorte durch die sehr geringe Probenzahl bei hoher Abweichung nur gering ist, habe ich den
Einfluss des SETD2 Verlusts auf DNA-Damage-Response Mechanismen auch in
Zelllinienmodellen analysiert. In den Zelllinien Jurkat und Caki2, fir die Veranderungen der
Doxorubicinsensitivitdt unter SETD2 Knockdown gefunden wurden, wurde die Funktionalitat
der DNA-Damage-Response anhand der Serin 139 Phosphorylierung des Histon 2AX
(yH2AX) analysiert (Abb. 12). Dafur wurden durch eine einstindige Hochdosisbehandlung
DNA-Schaden induziert und der Verlauf der yH2AX-positiven Zellen nach anschlief’ender 0 h,
5h, 10 h und 24 h Inkubation in Kulturmedium gemessen.

Initial waren nach der einstliindigen Hochdosisbehandlung noch kein yH2AX nachweisbar, 5 h
nach dem Mediumwechsel wurde ein Maximum des Markers fir DNA-Schaden erreicht. Zu
diesen Zeitpunkten wurden keine Unterschiede zwischen den mock Kontrollzelllinien und den
SETD2 Knockdownzelllinien gefunden. In Jurkat zeigte sich ein steter mit der DNA-Reparatur
einhergehender Abfall der yH2AX-positiven Zellen, welcher in Zellen unter SETD2 Knockdown
langsamer und weniger effektiv ablief. Nach 24-stlindiger Reparatur war dieser Unterschied
fur die beiden getesteten SETD2 Knockdownzelllinien Jurkat SETD2 KD1 (Differenz +13,0 %;
p = 0,032) und Jurkat SETD2 KD3 (Differenz +12,3 %; p = 0,045) signifikant. In Caki2 erreichte
die mock Kontrollzelllinie bereits nach 10 h Reparatur Normalniveau, wahrend die SETD2
Knockdownzelllinien erneut einen verlangsamten Abfall der yH2AX-positiven Zellen zeigten.
Dementsprechend war die Differenz zwischen der mock Kontrollzelllinie und Caki2 SETD2
KD1 (Differenz +14,2 %; p = 0,043) bzw. Caki2 SETD2 KD2 (Differenz +16,2 %; p = 0,028) an
diesem Zeitpunkt signifikant unterschiedlich. Wahrend die SETD2 Knockdownzelllinien nach

24 h auch in dieser Zelllinie auf hohem Niveau verblieben, kam es in der mock Kontrollzelllinie
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zu starken Abweichungen, wodurch zu diesem Zeitpunkt kein Unterschied mehr festgestellt

werden konnte.
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Abbildung 12 Analyse der DNA-Damage-Response unter SETD2 Knockdown. Es wurde der
Verlauf der durch Doxorubicin induzierten Doppelstrangbriche, gemessen am Anteil yH2AX-positiver
Zellen, uber die Zeit bestimmt. Die Werte zeigen den Mittelwert £ SD, n=3. * p<0,05.

In einer simultan zur DNA-Damage-Response analysierten Studie der Zellzyklusprogression
habe ich die DNA der fixierten Zellen mittels DAPI angefarbt (Abb. 13). Es wurde der initiale
Einfluss des SETD2 Knockdowns auf den Zellzyklus anhand des 0 h Zeitpunkts durch den
Vergleich von SETD2 Knockdownzelllinien und mock Kontrollzelllinie ermittelt. Zudem wurde
analysiert, ob im Verlauf der DNA-Reparatur nach Induktion von Doppelstrangbriichen
Veranderungen unter SETD2 Verlust auftreten. Weder initial noch im Verlauf der Behandlung
zeigten sich Verschiebungen des Zellzyklus unter SETD2 Knockdown im Vergleich zur mock

Kontrolle unabhangig vom zellularen Hintergrund oder den genutzten shRNAs.
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Abbildung 13 Analyse der Zellzyklusveranderungen unter SETD2 Knockdown. Die Balken
zeigen den Mittelwert + SD, n=3.
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4.2.5 Zusatzliche Aktivierung proliferationstreibender Signalwege verschiebt den Einfluss des
SETD2 Verlusts zum potenziellen Wachstumsvorteil

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die nachteiligen Auswirkungen des SETD2 Verlusts
durch eine zuséatzliche Aktivierung proliferationstreibender Mechanismen, wie zum Beispiel
der Aktivierung des JAK/STAT Signalweges, ausgeglichen werden kénnen und so die
tumorpropagierenden Eigenschaften des SETD2 Verlusts zum Tragen kommen. Daflr wurde
in der bereits in vorherigen Versuchen genutzten Zelllinie Jurkat zur besseren Vergleichbarkeit
entweder ein Fusionsprotein der Interleukin 2 induzierbaren T-Zell Kinase (ITK) oder des
Translokation-ETS-Leukamie (TEL) Proteins mit der Spleen Tyrosinkinase (SYK) eingebracht.
Fir diese ist eine konstitutionelle Aktivierung des JAK/STAT Signalweges beschrieben (Fathi
et al. 2018; Zhang et al. 2019; Kanie et al. 2004; Sprissler et al. 2014). Als Kontrollzelllinie
dient in allen folgenden Analysen eine Jurkat Zelllinie, die denselben Vektor mit GFP tragt. Die
erzeugten Zelllinien wurden dankenswerterweise von der Arbeitsgruppe von Frau Professorin
Christine Dierks erzeugt und die genutzten Vektoren wurden zuvor beschrieben (Pear et al.
1998; Dierks et al. 2010; Wossning et al. 2006). Ich konnte den shRNA-vermittelten SETD2
KD direkt eingebringen und habe die erfolgreiche Transduktion auf Protein- und mRNA-Ebene
nachgewiesen (Abb. 14A-B).
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Abbildung 14 Etablierung des SETD2 Knockdowns der ITK- und TEL-SYK getriebenen
Zelllinien. A Der SETD2 Knockdown wurde in den Zelllinien Jurkat GFP, Jurkat ITK-SYK und Jurkat
TEL-SYK mittels Westernblot validiert. Die jeweilige zugehdrige Quantifizierung wird darunter gezeigt.
Die Balken zeigen den Mittelwert £ SD, n=3. B Die Reduktion der SETD2 mRNA wurde mittels gPCR
Uberpriuft. Die Balken in zeigen den Mittelwert + SEM, n=3. Die quantitativen Analysen von
Westernblot und qPCR wurden auf die jeweilige mock Kontrolle normiert. * p<0,05; ** p<0,005;
*** p<0,001.

Zudem habe ich die Expression der SYK-Fusionsproteine Durchflusszytometrie-basiert
anhand der Expression des Markerproteins GFP (exemplarisch Abb. 15A) sowie anhand der
aktivierenden Phosphorylierung von Tyrosin 694 von STAT5 (phosphoSTATS (Y694))
bestatigt (Abb. 15B). Die Gatingstrategie (Abb. 44) und die Diagramme (Abb. 45) aller weiter
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genutzten Linien der Durchflusszytometrie sowie die biologischen Replikate des Nachweises
der STATS5 Phosphorylierung (Abb. 46) sind im Anhang aufgefihrt.
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Abbildung 15 Validierung der ITK- und TEL-SYK Expression und STAT5 Aktivierung. A Die
Expression der ITK- und TEL-SYK Fusionsproteine sowie der Kontrolllinie wurde anhand der GFP-
Expression regelmafig validiert. B Die STAT5-Aktivierung wurde anhand der Phosphorylierung des
Tyrosin 694 bestatigt.

Davon ausgehend habe ich einzelne phanotypische Veranderungen wie der Verdopplungszeit
unter SETD2 Knockdown bei gleichzeitiger Aktivierung des JAK/STAT Signalweges analysiert
(Abb. 16). Fur die Bestimmung des Einflusses auf die Proliferation wurde eine Verlangsamung
auf die 1,5-fache bzw. eine Beschleunigung auf die 0,5-fache Verdopplungszeit als Grenze
gewahlt. Wahrend die Jurkat GFP Kontrollzelllinie unter SETD2 Verlust weiterhin eine
Verlangsamung der Proliferation im Vergleich zur zugehérigen mock Zelllinie zeigte (SETD2
KD1 2,9-fach; p =0,023) (SETD2 KD3 1,9-fach; p = 0,005), wurde dieser Effekt in den Jurkat
Zelllinien mit STAT5 Aktivierung nur noch vermindert oder gar nicht gefunden: Jurkat ITK-SYK
SETD2 KD1 1,4-fach (p = 0,014), Jurkat ITK-SYK SETD2 KD3 1,1-fach (p = 0,311), Jurkat
TEL-SYK SETD2 KD1 1,2-fach (p =0,224) und Jurkat TEL-SYK SETD2 KD3 1,1-fach

(p =0,336). Die alleinige Expression der Fusionsproteine hatte keinen Einfluss auf die
Proliferation (Abb. 47).

48



Ergebnisse

Jurkat GFP Jurkat ITK-SYK Jurkat TEL-SYK
T 44 T 44 T 44
N * N N
7] ' ']
g g 2
3 34 353 353
=3 [=3 =3
-3 * - -3
S, 3, 3,
] % 5] * 3
> > - >
§1 ................................. §1 ................... ... §1 o=l e —
£ £ £
So . . So . . So .
N Iy N S N o
© «© & «© © «©
i i i i i i
N A N <
& & & & & &

Abbildung 16 Verdopplungszeiten unter SETD2 Knockdown der ITK- und TEL-SYK
getriebenen Zelllinien. Die ermittelte Verdopplungszeit Uber 72 h wurde fur Jurkat GFP, Jurkat ITK-
SYK und Jurkat TEL-SYK auf die jeweilige zugehdrige mock Kontrollzelllinie normiert. Die Werte
zeigen den Mittelwert + SEM, n=5. * p<0,05.

Ich habe in den ITK- und TEL-SYK getriebenen Jurkat Zelllinien analysiert, ob unter SETD2
Knockdown weiterhin Einfluss ein Einfluss auf die Sensitivitdt gegenliber den etablierten
interkalierenden bzw. Topoisomerase Il hemmenden Chemotherapeutika Doxorubicin und
Etoposid besteht (Abb. 17). Die Analysen erfolgten im Vergleich mit der jeweiligen
zugehorigen mock Kontrollzelllinie. Es zeigte sich eine hohere Resistenz gegenuber
Doxorubicin unter SETD2 KD: Jurkat GFP SETD2 KD1 maximale Differenz +16,9 % Viabilitat
(p = 0,047) und KD3 maximale Differenz +5,8 % Viabilitat (p = 0,219), Jurkat ITK-SYK SETD2
KD1 maximale Differenz +10,6 % Viabilitat (p = 0,013) und KD3 maximale Differenz +10,9 %
Viabilitdt (p = 0,022), sowie Jurkat TEL-SYK SETD2 KD1 maximale Differenz +10,9 %
(p = 0,019) und KD3 maximale Differenz +7,8 % Viabilitat (p = 0,027). Unter Etoposid wurde
in ebenfalls eine Erhéhung der Resistenz gefunden: Jurkat GFP SETD2 KD1 maximale
Differenz +10,4 % (p = 0,026), Jurkat GFP SETD2 KD3 maximale Differenz +8,8 % Viabilitat
(p = 0,0007), Jurkat ITK-SYK SETD2 KD1 maximale Differenz +17,6 % Viabilitat (p = 0,008),
Jurkat ITK-SYK SETD2 KD3 maximale Differenz +7,2 % Viabilitat (p = 0,016) und Jurkat TEL-
SYK SETD2 KD1 maximale Differenz +6,8 % (p = 0,005). Ausschlie8lich die Zelllinie Jurkat
TEL-SYK SETD2 KD3 zeigte keine Veranderung der Sensitivitat (maximale Differenz +1,8 %
Viabilitat; p = 0,148).

49



Ergebnisse

Jurkat GF*P *Jurka! GFP
100 i 100
* k¥ * mm Jurkat GFP mock shRNA
mm Jurkat GFP SETD2 KD1
2 2 mm Jurkat GFP SETD2 KD3
§ 50— § 50—
g g
> >
0- 0-
0,03 0,1 1M 3uM
Doxorubicin (uM) Etoposid (uM)
J*urkat ITK-§YK \,J‘urkat ITK-SYK
- [ | - 1
100 * 100 * mm Jurkat ITK-SYK mock shRNA
mm Jurkat ITK-SYK SETD2 KD1
£ t mm Jurkat ITK-SYK SETD2 KD3
= =
= 50 E 504
= =
~ ©
> S
0- 0-
0,03 0,1 1M 3IpMm
Doxorubicin (uM) Etoposid (uM)
Jurkat TEL-SYK Jl.irkat TEL-SYK
* ¥ * ¥
1004 1 i 1004 1 i
* mm Jurkat TEL-SYK mock shRNA
mm Jurkat TEL-SYK SETD2 KD1
£ £ mm Jurkat TEL-SYK SETD2 KD3
= =
= 50 £ 504
= =
© ©
> -
0= 0~
0,03 0,1 1M 3uM
Doxorubicin (uM) Etoposid (uM)

Abbildung 17 SETD2 Knockdown erhdéht die Resistenz gegeniiber Doxorubicin und Etoposid
der ITK- und TEL-SYK getriebenen Zelllinien. Es wurde die Sensitivitdt gegenltber Doxorubicin
oder Etoposid nach 72 h gemessen. Jeder Balken zeigt den Mittelwert £ SEM, n=3. * p<0,05;
** p<0,005; *** p<0,001.

Weiterhin habe ich anhand der Farbung yH2AX-positiver Zellen validiert, dass auch in den
ITK- und TEL-SYK getriebenen Jurkat Zelllinien gestérte DNA-Reparaturmechanismen nach
einer Doxorubicinbehandlung auftreten (Abb. 18). Nach einstiindiger Hochdosisbehandlung
mit Doxorubicin konnte erneut keine Serin 139 Phosphorylierung des Histon 2AX
nachgewiesen werden, 5 h nach dem Mediumwechsel wurde ein Maximum des Markers fur
DNA-Schaden erreicht, welches auf bis 10 h nach dem Beginn der Reparatur bestehen blieb.
Zu diesen Zeitpunkten wurden erneut keine Unterschiede zwischen den mock Kontrollzelllinien
und den SETD2 Knockdownzelllinien gefunden. Anschlieend zeigte sich in den jeweiligen
mock Kontrollzelllinien ein mit der DNA-Reparatur einhergehender Abfall der yH2AX-positiven
Zellen. In Zellen unter SETD2 Knockdown konnte nahezu kein Abfall der yH2AX-positiven
Zellen nachgewiesen werden, wodurch es nach 24-stiindiger Reparatur zu einem maximalen
Unterschied zur jeweiligen Kontrollzelllinie kam: Jurkat GFP SETD2 KD1 Differenz +17,8 %
(p = 0,008), Jurkat GFP SETD2 KD3 Differenz +18,2 % (p = 0,001), Jurkat ITK-SYK SETD2
KD1 Differenz +16,6 % (p =0,001), Jurkat ITK-SYK SETD2 KD3 Differenz +14,7 %
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(p = 0,0001), Jurkat TEL-SYK SETD2 KD1 Differenz +11,7 % (p = 0,055) und Jurkat TEL-SYK
SETD2 KD3 Differenz +10,6 % (p = 0,046).
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Abbildung 18 Analyse der DNA-Damage-Response unter SETD2 Knockdown der ITK- und
TEL-SYK getriebenen Zelllinien. Es wurde der Verlauf der durch Doxorubicin induzierten
Doppelstrangbriiche, gemessen am Anteil yH2AX-positiver Zellen, Uber die Zeit bestimmt. Die Werte
zeigen den Mittelwert + SD, n=3. * p<0,05.
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4.3 EZH2

4.3.1 Mutationsstatus und basale mRNA- und Proteinexpression von EZH1, EZH2 und H3K27
Trimethylierung in Zelllinienpanel von T-Neoplasien

Der genetische Hintergrund fir die Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) Komponenten
EZH1, EZH2, EED, SUZ12 und RBBP4, die EZH1 und EZH2 mRNA-Expression sowie die
EZH1 und EZH2 Proteinexpression und H3K27 Trimethylierung wurden fiir die T-ALL Zelllinien
Jurkat, SUPT11 und Loucy, die CTCL Zelllinie HH, die HSTCL Zelllinie DERL2, die ALCL,
ALK+ Zelllinie SR786, die Burkitt Lymphom Zelllinie Daudi, die DLBCL Zelllinie OciLy1 und die
Vergleichszelllinie HeLa bestimmt. Die reifzelligen B-Zell Neoplasiezelllinien wurden gewahlt,
da fir diesen Hintergrund EZH2 Uberexpressionen oder aktivierende Mutationen bekannt sind,
sodass sie sich besonders bei dieser Fragestellung als Positivkontrolle eignen (Tian et al.
2016; McCabe et al. 2012).

Das Gen EZH1 war ausschlieBlich in der Zelllinie Jurkat mutiert (R557H). Diese Mutation war
laut Datenbankanalyse von unklarer Signifikanz. Fir das EZH2 Gen wurde eine Mutation in
der Zelllinien OciLy1 (Y641N) gefunden (Morin et al. 2010). Diese ist als aktivierend
beschrieben (Yap et al. 2011). Wahrend das EED Gen in allen Zelllinien wildtypisch war, waren
die Gene SUZ12 und RBBP4 nur in der Zelllinie Jurkat (R516H und Q737FS bzw. A294T)
mutiert (Tabelle 20). Wahrend die SUZ712 Leserastermutation laut Datenbankanalyse
onkogenes Potential haben kénnte, ist die SUZ712 Missensemutation von unklarer Signifikanz
und die RBBP4 Mutation als benigne eingestuft (Chakravarty et al. 2017). Eine umfassende

Darstellung der analysierten Mutationen findet sich im Anhang in Abbildung 48.

Tabelle 20 Mutationsanalyse der PRC2 Komponenten der genutzten Zelllinien. Mutationsdaten
wurden von Cosmic (03.06.2022) fir Jurkat, Loucy, HH, SR786 und Daudi, von CCLE (20.09.2022)
fur SUPT11, DERL2 und HelLa sowie von Morin et al. und Wright et al. fur OciLy1 bezogen (Tate et
al. 2019; Barretina et al. 2012; Morin et al. 2013; Wright et al. 2020).

EZH1 EZH2 EED SUZ12 RBBP4
Jurkat R557H wt wt R516H A294T
Q737FS
SUPT11 wt wi wt wt wt
Loucy wit wit wit wit wit
HH wt wt wt wt wt
DERL2 wt wit wt wit wt
SR786 wt wt wt wt wt
Daudi wt wit wt wt wt
OciLy1 wit Y641N wt wt wt
HelLa wt wt wt wt wt
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Fir die Expressionsanalyse habe ich erneut eine Erhéhung auf das 1,5-fache der Expression
in HeLa als hochreguliert und eine Erniedrigung auf das 0,5-fache der Expression in HelLa als
herunterreguliert definiert. Die EZH1 mRNA-Expression war in den Zelllinien Jurkat (1,6-fach;
p = 0,060), SUPT11 (2,0-fach; p =0,056), Loucy (1,5-fach; p =0,070), DERL2 (1,8-fach;
p = 0,086), Daudi (2,0-fach; p = 0,029) und OciLy1 (4,3-fach; p = 0,007) erhdht (Abb. 19A). In
den Zelllinien HH (0,6-fach, p =0,0002) und SR786 (0,9-fach, p =0,465) gab es keinen
Unterschied in der EZH1 mRNA-Expression. Die EZH2 mRNA-Expression war in Jurkat (1,7-
fach, p = 0,154), SUPT11 (3,0-fach, p = 0,027), DERLZ2 (3,5-fach, p = 0,007), Daudi (1,6-fach,
p = 0,022) und OciLy1 (2,2-fach, p = 0,014) erhéht. HH (0,7-fach, p = 0,078) und SR786 (1,0-
fach, p =0,883) zeigten keinen Unterschied. Die EZH2 mRNA-Expression war in Loucy
(0,003-fach, p < 0,000001) erniedrigt. Die Funktionalitdt und Spezifitdt der genutzten Primer
habe ich stichprobenartig mittels gelelektopheretischer Auftrennung validiert (Abb. 49).

Auf Proteinebene wurde fir nahezu alle untersuchten T- und B-Zell Zelllinien eine verringerte
EZH1 Expression gefunden: Jurkat 0,4-fach (p = 0,044), SUPT11 0,5-fach (p = 0,032), Loucy
0,2-fach (p = 0,0001), DERL2 0,1-fach (p = 0,000003), SR786 0,1-fach (p = 0,00004), Daudi
0,3-fach (p = 0,0004), OciLy1 0,2-fach (p = 0,0008) (Abb. 19B). Eine Ausnahme bildete die
Zelllinie HH (1,2-fach; p = 0,571), die eine zu HelLa gleiche EZH1 Expression zeigte. Die EZH2
Proteinexpression war in nahezu allen Zelllinien im Vergleich zu HeLa erhéht: Jurkat (7,3-fach,
p = 0,005), SUPT11 (3,1-fach, p =0,219), HH (4,7-fach; p = 0,00008), DERL2 (4,5-fach;
p = 0,009), SR786 (8,0-fach; p = 0,033), Daudi (11,9-fach, p = 0,095) und OciLy1 (6,8-fach,
p = 0,129). Die einzige Zelllinie mit einer erniedrigten EZH2 Expression war Loucy, fir die kein
Signal Uber dem Hintergrund aufgenommen werden konnte. Es zeigte sich eine erhdhte
H3K27 Trimethylierung fiir die Zelllinien Jurkat (2,3-fach; p = 0,418), HH (3,4-fach; p = 0,354),
SR786 (2,0-fach; p = 0,038) und OciLy1 (11,3-fach; p = 0,152), wahrend die Zelllinie SUPT11
(0,9-fach; p = 0,867) keinen Unterschied in der H3K27 Trimethylierung zu HelLa hatte. Fir
Loucy und DERL2 wurde kein Signal Uber dem Hintergrund aufgenommen. Die umfassenden
Ergebnisse der basalen Mutations- und Expressionsanalyse aller genutzten Zelllinien sind in
der Tabelle 22 im Anhang zusammengefasst.

Ich habe keine Korrelation zwischen der Intensitat der EZH1 (r = 0,0359; p = 0,933) oder EZH2
(r=10,3685; p = 0,369) Proteinexpression und dem kanonischen Ziel H3K27 Trimethylierung
statistisch nachweisen kénnen (Abb. 19C) (Mukaka 2012).
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Abbildung 19 Basale Charakterisierung des EZH2 Hintergrundes. Es wurden (A) EZH1 und
EZH2 mRNA-Expression und (B) EZH1 und EZH2 Proteinexpression sowie H3K27me3 analysiert.
Analysen der mRNA-Expression zeigen den Mittelwert+ SEM, n=3 und Analysen der
Proteinexpression und Trimethylierung zeigen den Mittelwert+SD, n=3. Die Werte der
Quantifizierungen in (A) und (B) wurden jeweils auf die Vergleichszelllinie HeLa bezogen. Wenn es
bei den Analysen der Proteinexpression und Trimethylierung kein Signal Gber dem Hintergrund gab,
wurde die Quantifizierung mit nicht messbar (n.m.) ausgewertet. C Anhand der quantifizierten
Proteinexpression von EZH1 und EZH2 wurde die Korrelation zur quantifizierten H3K27me3
bestimmt. * p<0,05; *** p<0,001.
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4.3.2 Einfluss von EZH2 Inhibition und Knockdown auf Wachstum von T-Zell Neoplasien

Die Reduktion der Zellviabilitdt unter pharmakologischer EZH2 Inhibition wurde fir das zuvor
beschriebene Zelllinienpanel mit T-Zell Neoplasie Hintergrund analysiert. Die Zelllinien Daudi
und OciLy1 mit B-Zell Lymphom Hintergrund wurden als Vergleichszelllinien genutzt. Ich habe
den Einfluss auf das Zellwachstum unter den EZH2 spezifischen S-Adenosylmethionin (SAM)
kompetitiven Inhibitoren GSK126 und EPZ6438 analysiert. Es zeigte sich nur bei hohen
Konzentrationen von mindestens 3 yM EZH2 Inhibitor in Zelllinien mit T-ALL Hintergrund, von
mindestens 10 yM EZH2 Inhibitor in Zelllinien mit PTCL Hintergrund und von mindestens
0,3 uM EZH2 Inhibitor in Zelllinien mit B-NHL Hintergrund eine signifikante Reduktion der
Zellviabilitat. GSK126 war dabei effektiver als EPZ6438 mit einer Gber alle getesteten Zelllinien
gemittelt, hdheren maximalen Reduktion der Zellviabilitat (-37,3 % vs. -4,4 % Viabilitat; jeweils
n=8; p = 0,013) (Abb. 20A).

Ich habe weiterhin analysiert, ob Zusammenhange zwischen dem Ansprechen auf EZH2
Inhibition und EZH2 Expression bzw. H3K27 Trimethylierung bestehen. Dafir wurde fir alle
getesteten Zelllinien die Korrelation zwischen log1o(ICso) + SD (n=30) von GSK126 und der
jeweiligen normierten Proteinexpression £ SD (n=3) bestimmt. Da keine der Zelllinien im
getesteten Konzentrationsbereich ein unteres Plateau der Viabilitat erreicht hat, wurde es zur
Berechnung des log(ICs0) auf O festgelegt. Es wurde eine moderate negative Korrelation
zwischen EZH2 Expression und Ansprechen auf GSK126 (r = -0,6867; p = 0,060) gefunden
(Abb. 20B) (Mukaka 2012). Zwischen der EZH1 Expression (r = -0,2636; p = 0,528) oder der
H3K27 Trimethylierung (r = -0,3852; p = 0,346) und dem Ansprechen auf GSK126 wurde
hingegen keine Korrelation gefunden (Abb. 50).
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Abbildung 20 Einfluss der EZH2 Inhibition auf die Zellviabilitat. A Die Zellviabilitat wurde Gber
72 h fur die Zelllinien Jurkat, SUPT11, Loucy, HH, DERL2, SR786, Daudi und OciLy1 firr die EZH2
Inhibitoren GSK26 und EPZ6438 ermittelt. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede von GSK126
(rot) bzw. EPZ6438 (blau) zur Behandlungskontrolle an. * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001. B Die
Korrelation zwischen log1o(ICs0) von GSK126 und normierter EZH2 Proteinexpression wurde
bestimmt.

Zur funktionellen Analyse habe ich in der T-ALL Zelllinie Jurkat und der CTCL Zelllinie HH
einen shRNA vermittelter EZH2 Knockdown erzielt. Der EZH2 Verlust wurde auf Proteinebene
durch verringerte EZH2 Expression sowie H3K27 Trimethylierung (Abb. 21A) und auf mMRNA-
Ebene durch verringerte EZH2 Expression (Abb. 21B) im Vergleich zur jeweiligen mock
Kontrolle nachgewiesen. Fir die Zelllinie Jurkat EZH2 KD1 konnte dabei aufgrund der
schwacheren Effizienz des Knockdowns flr H3K27 Trimethylierung und EZH2 mRNA-
Expression keine Signifikanz erzielt werden (p = 0,054). Da die EZH2 Proteinexpression
jedoch auch in dieser Zelllinie signifikant herunterreguliert war, wurde auch dieser Knockdown

als erfolgreich eingestuft.
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Abbildung 21 Etablierung des EZH2 Knockdowns. A Der EZH2 Knockdown wurde in den
Zelllinien Jurkat und HH mittels Westernblot validiert. Die jeweilige zugehdérige Quantifizierung wird
darunter gezeigt. Die Balken zeigen den Mittelwert £+ SD, n=5. B Die Reduktion der EZH2 mRNA
wurde mittels qPCR validiert. Die Balken zeigen den Mittelwert + SEM, n=3. Die quantitativen
Analysen von Westernblot und gPCR wurden auf die jeweilige mock Kontrolle normiert. * p<0,05;
** p<0,005; *** p<0,001.

Der Einfluss des EZH2 Knockdowns auf das Zellwachstum habe ich anhand der
Verdopplungszeit analysiert (Abb. 22). Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Werte
jeweils auf die Verdopplungszeit der simultan mitgefiihrte mock Kontrolle normiert. Es wurde
eine Verlangsamung auf die 1,5-fache bzw. eine Beschleunigung auf die 0,5-fache
Verdopplungszeit als Grenze gewahlt. Fir die T-ALL Zelllinie Jurkat zeigten die EZH2
Knockdownzellen keine Veranderung der Proliferation (EZH2 KD1 1,2-fach; p = 0,032) (EZH2
KD2 1,0-fach; p = 0,334). Die CTCL Zelllinie HH zeigte ebenfalls unter EZH2 Knockdown kein
verandertes Proliferationsverhalten (EZH2 KD1 1,1-fach; p = 0,038) (EZH2 KD2 1,0-fach;
p =0,782).
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Abbildung 22 Verdopplungszeiten unter EZH2 Knockdown. Die ermittelte Verdopplungszeit Giber
72 h wurde fur Jurkat und HH auf die jeweilige zugehdrige mock Kontrollzelllinie normiert. Die Werte
zeigen den Mittelwert + SEM, n=5. * p<0,05.

4.3.3 Einfluss von EZH2 Inhibition und Knockdown auf Chemotherapieansprechen von T-Zell

Neoplasien

Ich habe den Einfluss des spezifischen EZH2 Inhibitors GSK126 auf die Sensitivitat gegentiber

den in T-Zell Leukdmien und Lymphomen  gebrduchlichen Erst- und
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Zweitlinientherapiemedikamenten Doxorubicin, Oxaliplatin, 5-Azacytidin und Cytarabin in
einer reduzierten Anzahl Zelllinien in einem Screening analysiert (Abb. 23). Daflir wurde die
maximale Differenz der Viabilitdt zwischen Monotherapie und in Kombination mit GSK126
ermittelt. Negative Werte geben eine Erhéhung der Resistenz an, wahrend positive Werte eine
Sensitivierung widerspiegeln. Dabei fiel besonders die Uber alle Zelllinien aufgedeckte
Erniedrigung der Sensitivitdt gegentiber Oxaliplatin auf, die im weiteren Verlauf detaillierter

analysiert wurde. Die detaillierten Ergebnisse des Screenings sind in der Abbildung 53 im

50
HH A
DERL2+

Jurkat+

Anhang zusammengefasst.

Loucy
Daudi+
Ocily14
T T

Abbildung 23 Der SAM-kompetitive EZH2 Inhibitor GSK126 moduliert die Sensitivitat
gegeniiber in der Behandlung von PTCL eingesetzten Therapeutika. Es wurde der Mittelwert der
Differenz der Viabilitat bei maximaler Modulation der Sensitivitat gegeniber Doxorubicin, Oxaliplatin,
5-Azacytidin und Cytarabin unter GSK126 Inkubation im Vergleich zur jeweiligen Monotherapie nach
72 h gemessen. n=3.

(=]
Maximale Differenz der Zellviabilitat (%)

&
S

Zur eingehenden Analyse der Erhéhung der Resistenz gegentber Oxaliplatin habe ich die
Sensitivitdt unter Inkubation mit verschiedenen EZH2 Inhibitoren analysiert. Durch 72 h
simultane Inkubation von Oxaliplatin und entweder GSK126 oder EPZ6438 wurde die
Sensitivitat gegeniber Oxaliplatin signifikant erniedrigt (Abb. 24). Dieser Effekt wurde fur die
SAM-kompetitiven EZH2 Inhibitoren im ganzen Panel bestehend aus T-Zell Leukamie, T-Zell
Lymphom und B-Zell Lymphom Zelllinien gefunden. Es wurde stichprobenartig in einem
reduzierten Panel aus T-Zell Leukdmie und T-Zell Lymphom Zelllinien der Einfluss des S-
Adenosylhomocystein (SAH) Inhibitors DZNep auf die Oxaliplatinsensitivitat analysiert, aber

keine Veranderung gefunden.
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Inhibitoren erhohen die Resistenz gegeniiber

Oxaliplatin. Die Sensitivitdt gegenliber Oxaliplatin als Monotherapie oder unter zusatzlicher
Inkubation mit GSK126, EPZ6438 oder DZNep wurde nach 72 h gemessen. Die Balken zeigen den
Mittelwert + SEM, n=3 mit Ausnahme der unbehandelt-Kontrolle von Jurkat, Loucy, HH und DERL2,
welche den Mittelwert + SEM, n=6 zeigen. * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001.

Ich habe Uberprift, ob die Reduktion der Oxaliplatinsensitivitat auch bei langerer simultaner
Inkubation nachweisbar ist. Die Induktion der Resistenz durch GSK126 blieb nach 96 h

(Abb. 25A) und 7 d (Abb. 25B) bestehen.
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Abbildung 25 Die Reduktion der Oxaliplatinsensitivitdt durch den SAM-kompetitive EZH2
Inhibitor GSK126 bleibt bei langerer Inkubation bestehen. Die Sensitivitdt gegentber Oxaliplatin
als Monotherapie oder unter zusatzlicher Inkubation mit GSK126 wurde nach (A) 96 h und (B) 7 d
bestimmt. Die Balken zeigen den Mittelwert + SEM, n=3. * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001.

Anhand von jeweils vier Konzentrationen Oxaliplatin und entweder GSK126 oder EPZ6438

habe ich mittels Synergy Finder dreidimensionale Synergiematrices fur die T-Zell

Leukamiezelllinie Jurkat und die T-Zell Lymphomzelllinie HH erstellt und Synergy Scores
mittels Highest Single Agent (HSA) Modell errechnet (Abb. 26) (Zheng et al. 2022). Synergy
Scores kleiner -10 wurden dabei als Antagonismen eingestuft. Somit unterstreichen die
Synergiematrices die Erhdhung der Oxaliplatinresistenz unter pharmakologischer EZH2
Inhibition mit GSK126 und EPZ6438.
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Jurkat HH

Synergy Score
40

20

Zelllinie m Maximaler Synergy Score Mittlerer Synergy Score

GSK126 -35,2 214 1,64x10°
Jurkat

EPZ6438 -26,6 -16,2 1,52x102
o GSK126 435 -15,9 3,70x10%

EPZ6438 -36,6 9,97 9,20x10 "

Abbildung 26 Synergiematrices fiir Oxaliplatin und entweder GSK126 oder EPZ6438. Sie
wurden mit Synergy Finder erstellt. Zur Berechnung der Synergy Scores wurde das HSA-Modell
genutzt (Zheng et al. 2022).

Der Einfluss des EZH2 Verlusts unter EZH2 Knockdown auf die Oxaliplatinsensitivitat wurde
im Vergleich zur jeweiligen mock Kontrolle fiir Jurkat und HH analysiert (Abb. 27). Wahrend
der EZH2 Knockdown nicht zu einer Erhéhung der Oxaliplatinresistenz flihrte, wurde die
Resistenz gegeniber Oxaliplatin unter zusatzlicher GSK126 Inkubation sowohl flr die mock

Kontrolle als auch die EZH2 Knockdown Zellen erhoht.
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Abbildung 27 EZH2 Knockdown beeinflusst die Sensitivitit gegeniiber Oxaliplatin nicht. Es
wurde die Sensitivitat gegenliber Oxaliplatin als Monotherapie oder bei zusatzlicher Inkubation mit
GSK126 nach 72 h gemessen. Jeder Balken zeigt den Mittelwert + SEM, n=3. * p<0,05; ** p<0,005;
*** p<0,001.

4.3.4 Mechanistische Analyse der Erh6hung der Oxaliplatinresistenz unter EZH2 Inhibition

Zellzyklusverschiebungen unter GSK126 Monotherapie, Oxaliplatinmonotherapie oder
Oxaliplatin/GSK126 Kombinationstherapie habe ich fir die T-Zell Leukamiezelllinien Jurkat
und Loucy sowie die T-Zell Lymphomzelllinien HH und DERL2 analysiert (Abb. 28). Es zeigte
sich keine Phasenverschiebung unter GSK126 Monotherapie im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Unter Oxaliplatinmonotherapie kam es zu einer schrittweisen Erhéhung der Sub-
GoG-Phase toter Zellen. In Jurkat arretierten die Zellen zunachst in der GoM-Phase mit Zellen,
die kurz vor der Zellteilung stehen, bevor sie in die Sub-GoGi-Phase Ubergingen. Loucy
hingegen zeigten einen Arrest in der S-Phase der DNA-Synthese, bevor es zu einer
Verlagerung zur Sub-GoG1-Phase kam. Die T-Zell Lymphomzelllinien HH und DERL2 zeigten
keinen Arrest in anderen Phasen und die Zellen gingen direkt in die Sub-GyG-Phase Uber.
Die Effekte traten in den getesteten T-Zell Lymphomzelllinien eher und starker als in den T-
Zell Leukamiezelllinien auf. Unter zusatzlicher GSK126 Inkubation wurde fur alle Zelllinien eine
Verringerung der Oxaliplatin-induzierten Effekte gefunden. Signifikante Unterschiede
zwischen Oxaliplatinmonotherapie und Oxaliplatin/GSK126 Kombinationstherapie traten

zuerst nach 48 h Inkubation auf.
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Abbildung 28 Analyse der Deregulation des Zellzyklus unter pharmakologischer EZH2
Inhibition. Die Balken zeigen den Mittelwert + SD, n=3. * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001.

Die Analyse von Apoptose und Nekrose habe ich simultan zur Zellzyklusanalyse durchgefiihrt
(Abb. 29). Es zeigte sich erneut kein Einfluss der GSK126 Monotherapie. Unter
Oxaliplatinmonotherapie kam es zu einem Anstieg apoptotischer und nekrotischer Zellen in
allen getesteten Zelllinien. Erneut waren die Effekte starker in den getesteten T-Zell
Lymphomzelllinien als in den T-Zell Leukamiezelllinien. Durch zusatzliche GSK126 Inkubation
wurden die Oxaliplatin-induzierten Effekte wie bei der Zellzyklusanalyse verringert, wodurch

die Oxaliplatinresistenz widergespiegelt wurden.
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Abbildung 29 Analyse der Induktion von Apoptose und Nekrose unter pharmakologischer
EZH2 Inhibition. Die Balken zeigen den Mittelwert + SD, n=3. * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001.

Der intrazellulare Platingehalt wurde in Kooperation mit der Abteilung Innere Kilinik
(Tumorforschung) des Universitatsklinikums Essen durch Dr. Ralf-Axel Hilger mittels
Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) bestimmt. Daflir wurde die
Oxaliplatin/GSK126 Kombinationstherapie auf die Oxaliplatinmonotherapie bzw. die
Oxaliplatintherapie von EZH2 Knockdownzellen auf die jeweilige mock Kontrolle bezogen. Es
wurde gezeigt, dass der intrazellulare Platingehalt durch pharmakologische EZH2 Inhibition
nach 48 h gemeinsamer Inkubation in Jurkat um 18,0 % (p = 0,004) und in HH um 22,9 %
(p = 0,005) verringert wurde (Abb. 30A). Der Zeitpunkt war identisch mit dem Auftreten von

Unterschieden zwischen der Oxaliplatinmonotherapie und der Oxaliplatin/GSK126
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Kombinationstherapie der Zellzyklusanalyse. Der verringerte intrazellulare Platingehalt wurde

unter EZH2 Knockdown im Vergleich zur mock Kontrolle nicht nachgewiesen (Abb. 30B).
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Abbildung 30 Analyse des intrazelluldaren Platingehalts. Mittels ICP-MS in Kooperation mit der
Abteilung Innere Klinik (Tumorforschung) des Universitatsklinikums Essen durch Dr. Ralf-Axel Hilger
wurde der intrazellulare Platingehalt unter (A) pharmakologischer EZH2 Inhibition oder (B) EZH2 KD
bestimmt. Ich habe die statistischen Analysen vorgenommen. Werte zeigen den Mittelwert £ SEM,
n=3 (EZH2 KD) oder n=5 (pharmakologische EZH2 Inhibition). * p<0,05; ** p<0,005.

4.3.5 Analyse transkriptioneller Veranderungen

Zum Aufdecken der in die Induktion der Oxaliplatinresistenz involvierten Mechanismen wurde
eine  mRNA-Sequenzierung durch Genewiz in Leipzig durchgeflhrt, um die durch
pharmakologische EZH2 Inhibition alterierten Genexpressionsmuster zu identifizieren. Dafur
habe ich die Zelllinien Jurkat und Loucy mit T-ALL Hintergrund und die Zelllinien HH und
DERL2 mit PTCL Hintergrund jeweils entweder mit GSK126, Oxaliplatin oder GSK126 und
Oxaliplatin simultan behandelt. Die Funktionalitdt des EZH2 Inhibitors sowie der Einfluss der
Oxaliplatininkubation auf die H3K27 Trimethylierung habe ich anhand eines Westernblots
Uberprift (Abb. 52A). Die bioinformatischen Analysen wurden durch die Bioinformatikerin der
Klinik flr Innere Medizin IV der Universitatsmedizin Halle (Saale) Edith Willscher Uber alle
getesteten Zelllinien berechnet, da die Induktion der Oxaliplatinresistenz in allen getesteten
Zelllinien gefunden wurde und demnach nach Genen gesucht wurde, die in allen Zelllinien
verandert waren. Die Berechnung wurde zwischen GSK126- gegen Oxaliplatin-behandelten
Proben vorgenommen (Abb. 31A). Unter GSK126-Inkubation waren die Signalwege Liver X
Receptor, Transcriptional Cascade Regulating Adipogenesis, SREBF and miR33 in
Cholesterol and Lipid Homeostasis und Adipogenesis hochreguliert (Abb. 31B). Jeder dieser
Signalwege beinhaltet das Gen Sterol Regulatory Element Binding Factor 1 (SREBF1),
welches fur das Protein Sterol Regulatory Element Binding Protein 1 (SREBP1) kodiert und
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selbst signifikant hochreguliert war (Abb. 31C). Neben SREBF1 gibt es das verwandte Gen
Sterol Regulatory Element Binding Factor2 (SREBFZ2), welches fir das Protein Sterol
Regulatory Element Binding Protein 2 (SREBP2) kodiert, jedoch in der mMRNA-Sequenzierung
nicht signifikant reguliert war. In der Literatur wurden Einfliisse der SRE bindende Proteine auf
die Transporterfamilie der ATP-Binding Cassette Subfamilie G gefunden (Ecker et al. 2007).
Bei der Analyse dieser Genfamilie wurde eine signifikante Hochregulation des Gens ATP-
Binding Cassette G2 (ABCG2) sowie eine nicht-signifikante Regulation des Gens ATP-Binding
Cassette G1 (ABCG1) in der mRNA-Sequenzierung gefunden.
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Abbildung 31 Analyse transkriptioneller Verdnderungen unter pharmakologischer EZH2
Inhibition mittels mRNA-Sequenzierung. Ich habe die Proben erzeugt, die mMRNA-Sequenzierung
wurde durch Genewiz in Leipzig vorgenommen und die Edith Willscher hat die Daten analysiert.
A Grafische Reprasentation der durchgefiihrten Analyse inklusive Venn-Diagramm der signifikant
regulierten Gene in kursiv. Es wurden die Zelllinien Jurkat, Loucy, HH und DERL2 kombiniert und
GSK126-regulierte Gene gegen Oxaliplatin-regulierte Gene berechnet. B Vulcano Plot der
differentiell regulierten Gene. C Regulierte Signalwege mit kombiniertem Score der Anreicherung und
adjustiertem p-Wert (Adj. p-Wert). Die IDs der Signalwege sind in der inkludierten Tabelle
beschrieben. Die Ergebnisse aller regulierten Gene (Tabelle 23) und Signalwege (Tabelle 24) sind
im Anhang zusammengefasst.
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Die Expression der mittels mRNA-Sequenzierung aufgedeckten Gene ABCG1, ABCG2,
SREBF1 und SREBF2 sowie der zugehoérigen Proteine ABCG1, ABCG2, SREBP1 und
SREBP2 habe ich unter demselben Versuchsaufbau wie flir die mRNA-Sequenzierung auf
mRNA-Ebene mittels gPCR (Abb. 32A) und auf Proteinebene mittels Westernblot (Abb. 32B)
validiert. Auf mRNA-Ebene habe ich zudem zur Kontrolle der Hypothese die bereits in den
Viabilitdtsassays genutzte zweite SAM-kompetitive EZH2 Inhibitor EPZ6438 und der nicht-
SAM-kompetitive EZH2 Inhibitor DZNep genutzt. Die Funktionalitdt und Spezifitat der
zusatzlichen genutzten Primer wurde stichprobenartig mittels gelelektophoretischer
Auftrennung validiert (Abb. 56). Die Funktionalitat der EZH2 Inhibitoren habe ich erneut mittels
Westernblotanalyse der H3K27 Trimethylierung bestatigt (Abb. 52B). Da in den Zelllinien
Loucy und DERL2 keine H3K27me3 vorhanden ist und demnach keine Veranderung der
Trimethylierung zu erwarten war, wurden diese Zelllinien nicht in das Experiment mit
einbezogen und nur die H3K27me3-exprimierenden Zelllinien Jurkat und HH getestet.

Es zeigte sich auf mRNA-Ebene eine Hochregulation, welche fur SREBF1, ABCG1 und
ABCG2 unter GSK126 Monotherapie und Oxaliplatin/GSK126 Kombinationstherapie
signifikant war. Bei der Analyse der Regulation von SREBF2 unter GSK126 Monotherapie oder
Oxaliplatin/GSK126 Kombinationstherapie konnte keine Signifikanz erzielt werden, es war
jedoch tendenziell ebenfalls eine Erhéhung sichtbar. Unter EPZ6438 Monotherapie wurde fir
alle getesteten Gene eine Erhdhung der Expression gefunden, welche fir ABCG7 und ABCG2
auch in Kombination mit Oxaliplatin bestatigt werden konnte. Zudem zeigten sich flir das am
starksten regulierte Gen ABCG2 auch beim Vergleich der Expression unter Oxaliplatin
Monotherapie mit Oxaliplatin/GSK126 bzw. Oxaliplatin/EPZ6438 Kombinationstherapie
signifikante Unterschiede mit einer erhéhten Expression unter pharmakologischer EZH2
Inhibition. Im  Vergleich zu GSK126 Monotherapie oder Oxaliplatin/GSK126
Kombinationstherapie war die Regulation der analysierten Gene unter EPZ6438 Monotherapie
oder Oxaliplatin/EPZ6438 Kombinationstherapie weniger stark. Im Gegensatz zu den beiden
getesteten SAM-kompetitiven EZH2 Inhibitoren zeigte der nicht-SAM-kompetitive EZH2
Inhibitor DZNep weder unter Monotherapie noch in Kombination mit Oxaliplatin eine
Regulation der analysierten Gene.

Auf Proteinebene wurde ABCG1 in Jurkat und HH und ABCG2 in DERL2 unter GSK126
Inkubation hochreguliert. Die Expression von protoSREBP1 war in allen Zelllinien unter
GSK126 und protoSREBP2 in Loucy und HH erhdht. MatureSREBP1 wurde ebenfalls in allen
Zelllinien durch GSK126 erhdht. Aufgrund der Schwache der matureSREBP2 Banden konnte
die Expression nicht ausgewertet werden. Die Westernblots aller biologischen Replikate sind
in der Abbildung 57 im Anhang gezeigt.

Die Regulation der Gene SREBF1, SREBF2, ABCG1 und ABCG2 wurde auf mMRNA-Ebene fur
die Zelllinien Jurkat und HH auch unter EZH2 Knockdown analysiert (Abb. 32C). Es zeigte sich
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auBer spezifisch fur Jurkat EZH2 KD2 bei Analyse der Expression von ABCG2 keine

Hochregulation der analysierten Gene im Vergleich zur jeweiligen mock Kontrollzelllinie.
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Abbildung 32 Validierung der mittels mRNA-Sequenzierung gefundenen Gene sowie Analyse
transkriptioneller Veranderungen unter EZH2 Knockdown. Die Ergebnisse der mRNA-
Sequenzierung wurden auf (A) mRNA-Ebene mittels qPCR und auf (B) Proteinebene mittels
Westernblot validiert. Zur Berechnung der mRNA-Expression wurden die Daten der vier Zelllinien
kombiniert. C Die mRNA-Expression unter EZH2 Knockdown wurde mittels gPCR analysiert und auf
die jeweilige mock Kontrolle bezogen. Die Werte unter (A) zeigen den Mittelwert + SEM, n=3 je
Zelllinie. Die Werte unter (C) zeigen den Mittelwert £ SEM, n=3. * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001.

Zur weitergehenden Uberpriifung habe ich ein zweischrittiges Experiment genutzt. Zunachst
wurden die Zelllinien Jurkat, Loucy und HH unter pharmakologischer EZH2 Inhibition mittels
GSK126 inkubiert und nach 72 h ein Teil der Zellen fir Zellpellets zur Expressionsanalyse auf
MRNA-Ebene genutzt. Aus dem Rest der Zellen habe ich konsekutiv Viabilitatsassays
angesetzt, um die Sensitivitdt gegeniber Oxaliplatin zu bestimmen. Die Erhéhung der
SREBF1/2 und ABCG1/2 Expression konnte unter Einbeziehung der Expressionsdaten der
drei getesteten Zelllinien bestatigt werden (Abb. 33A). Auch die Resistenz gegenlber
Oxaliplatin war in allen getesteten Zelllinien weiterhin erhéht (Abb. 33B-C). Die Zelllinie DERL2
konnte in diesem Versuch nicht einbezogen werden, da die anspruchsvollen
Kultivierungsbedingungen nicht suffizient im Verlauf des Experiments aufrechterhalten werden

konnte, wodurch es zum Absterben der Zellen im Versuch kam.
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Abbildung 33 Konsekutive GSK126 Inkubation und Oxaliplatinviabilitatsassay. A Jurkat, Loucy
und HH Zellen wurden fiir 72 h mit GSK126 inkubiert und die mRNA-Expression von SREBF1/2 und
ABCG1/2 bestimmt. Zur Berechnung der mRNA-Expression wurden die Daten der vier Zelllinien
kombiniert. Die Werte unter zeigen den Mittelwert £ SEM, n=3 je Zelllinie. Anschlielend wurde mittels
Viabilitdtsassays die Sensitivitdt gegentber Oxaliplatin in (B) Jurkat, (C) HH und (D) Loucy bestimmt.
Die Werte zeigen den Mittelwert + SEM, n=3. * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001.

4.3.6 Zusatzliche Inhibition von Sterol Regulatory Element Bindenden Proteinen oder ABC
Transporter verringert die Erh6hung der Oxaliplatinresistenz unter EZH2 Inhibition

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass pharmakologische EZH2 Inhibition als
Nebenwirkung zu einer Aktivierung der Expression SRE bindender Proteine und ABC
Transporter flhrt und so die Induktion der Oxaliplatinresistenz beeinflusst. Zum Beweis habe
ich zusatzlich zur pharmakologischen EZH2 Inhibition mit GSK126 die SRE bindenden
Proteine mit Fatostatin und ABC Transporter mit Glibenclamide inhibiert und die Sensitivitat
gegenuber Oxaliplatin sowie der intrazellulare Platingehalt in Kooperation mit der Abteilung
Innere Klinik (Tumorforschung) des Universitatsklinikums Essen durch Dr. Ralf-Axel Hilger
analysiert. Es zeigte sich, dass im Oxaliplatin Viabilitatsassay fur die T-ALL Zelllinien Jurkat
und Loucy, die CTCL Zelllinie HH und die HSTCL Zelllinie DERL2 eine zusatzliche Inhibition
SRE bindender Proteine oder ABC Transporter weiterhin zu einer Erhéhung der Resistenz im
Vergleich zur Oxaliplatinmonotherapie fihrte, diese jedoch im Vergleich zur
Oxaliplatin/GSK126 Kombinationstherapie im Mittel um 9,9 % Viabilitdt in Kombination mit
Fatostatin (p = 0,0411) und im Mittel um 12,4 % Viabilitdt in Kombination mit Glibenclamide
(p =0,0282) erniedrigt war (Abb. 34A). Diese Erniedrigung der maximal erreichten
Oxaliplatinresistenz wurde mit einem zweiten SAM-kompetitiven EZH2 Inhibitor (EPZ6438)
bestatigt (Abb. 34B). Dieses Ergebnis war mit einer mittleren Erniedrigung um 13,4 % Viabilitat

fur die Kombination mit Fatostatin signifikant (p = 0,0281). Fir die zusatzliche ABC
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Transporterinhibition mittels Glibenclamide wurde dieselbe Tendenz mit einer mittleren
Erniedrigung um 8,1 % Viabilitdt gefunden, auch wenn keine Signifikanz erreicht werden
konnte (p = 0,1130).

Zudem zeigte die Analyse mittels ICP-MS, dass unter zusatzlicher Inhibition SRE bindender
Proteine und ABC Transporter der intrazellulare Platingehalt nicht mehr erniedrigt war
(Abb. 34C). In Jurkat wurde der intrazellulare Platingehalt nach 24 h durch zusatzliche
Glibenclamide Inkubation zunachst erhéht (p = 0,008), bevor es zu einer Angleichung auf
Normalisierungsniveau kam. In HH wurde der intrazellulare Platingehalt durch zusatzliche
Fatostatin oder Glibenclamide Inkubation nicht Glber Normalisierungsniveau angehoben. Unter
Glibenclamide wurde der intrazellulare Platingehalt nach 24 h zunachst erniedrigt (p = 0,001),
dieser Effekt wurde zu spateren Zeitpunkten jedoch nicht mehr gefunden. Es zeigten sich aber
signifikante  Unterschiede zwischen Oxaliplatin/GSK126 Kombinationstherapie und
zusatzlicher Inkubation mit Fatostatin nach 48 h (p = 0,049) und mit Glibenclamide nach 72 h
(p = 0,035). Fatostatin oder Glibenclamide ohne zusatzliche GSK126 Inkubation hatten keinen

Einfluss auf die Oxaliplatinresistenz oder den intrazellularen Platingehalt (Abb. 58).
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Abbildung 34 Verringerung der GSK126-induzierten Effekte durch simultane Inhibition SRE
bindender Proteine oder ABC Transporter. Ich habe die Erhdhung der Oxaliplatinresistenz unter
(A) GSK126 oder (B) EPZ6436 verglichen mit der zusatzlichen Inhibition SRE bindender Proteine mit
Fatostatin oder ABC Transporter mit Glibenclamide. Zur Berechnung der Signifikanz wurde der
zweiseitige gepaarte Student t-Test verwendet. C Einfluss pharmakologischer EZH2 Inhibition oder
zusatzlicher Inhibition SRE bindender Proteine mit Fatostatin oder ABC Transporter mit
Glibenclamide auf den intrazellularen Platingehalt in Kooperation mit der Abteilung Innere Kilinik
(Tumorforschung) des Universitatsklinikums Essen durch Dr. Ralf-Axel Hilger. * p<0,05; ** p<0,005;
*** p<0,001.

70



Diskussion

5. Diskussion

In der vorgelegten Arbeit wurde gezeigt, dass Veranderungen epigenetischer Modulatoren in
T-Zell Neoplasien auftreten und Einfluss auf die Proliferation und Sensitivitat gegentber
verschiedenen etablierten Chemotherapeutika haben kénnen. Dabei habe ich aufgezeigt,
dass die epigenetischen Veranderungen wie am Beispiel des Verlusts der
Histonmethyltransferase SETD2 nicht losgelést, sondern in Kombination mit weiteren
Aberrationen analysiert werden muissen, um den Einfluss auf die Tumorzelle besser zu
verstehen. Dies wurde anhand der Uberwindung nachteiliger Einfliisse des SETD2 Verlusts
auf die Proliferation durch Aktivierung des JAK/STAT Signalweges bei gleichzeitiger
Modulation der Sensitivitat gegentber etablierten Chemotherapeutika gezeigt. Des Weiteren
habe ich die Eignung neuer Inhibitoren, die aufgrund der Uberexpression der
Histonmethyltransferase EZH2 zur zielgerichteten Therapie eingesetzt werden kdnnten,
getestet. Es wurde offengelegt, dass die alleinige Inhibition von EZH2 mittels S-
Adenosylmethionin (SAM) kompetitiver Inhibitoren bei klinisch relevanten Konzentrationen
nicht zu einer effektiven Viabilitatsreduktion ausreicht und in Kombination mit dem etablierten
Chemotherapeutikum Oxaliplatin sogar eine Erhéhung der Resistenz gegentiber ebendiesem
entsteht. Ich konnte beweisen, dass dieser Effekt EZH2-unabhangig durch die Induktion Sterol
Regulatory Element Binding Proteins (SREBPs) und ATP-Binding Cassette (ABC) Transporter
entsteht, wodurch der intrazellulare Platingehalt erniedrigt wird.

Epigenetische Aberrationen sind von wachsendem Interesse in der Krebsforschung, so auch
in der Analyse von T-Zell Leukdmien und Lymphomen. Dabei stehen besonders Prozesse der
Histon Acetylierung im Fokus (34918 Eintrage, 01.09.2023, Suche “HDAC” oder “ histon
acetylation” oder “histon deacetylation” in Pubmed) (National Center of Biotechnology
Information (NCBI) 1988; Sayers et al. 2022). Aber auch Histon Methylierungen kénnen
nachweislich Einfluss auf die Entwicklung von Tumoren haben und werden dementsprechend
aktuell intensiv erforscht (30914 Eintrage, 01.09.2023, Suche “histon methylation” oder “histon
demethylation” in Pubmed) (Sayers et al. 2022; National Center of Biotechnology Information
(NCBI) 1988). Wichtige Schwerpunkte der Krebsforschung sind dabei Tumorwachstum und
Einfluss auf die Chemotherapiesensitivitat, weshalb diese in der vorgelegten Arbeit in T-Zell
Neoplasien in Primargewebeproben und Zelllinienmodellen analysiert wurden.

Als Basis diente dabei eine Patientenkohorte von Monomorphen Epitheliotropen Intestinalen
T-Zell Lymphom (MEITL) Patientenproben, die hinsichtlich genetischer Aberrationen und
ausgewabhlter Histon Methylierungen untersucht wurden. Die IHC bestatigte mit vorwiegend
CD3positv - CD4nedtv - CD56PSv - TIA-1P°s™ ynd mehr T-Zell Rezeptorstatus yd als af die
Reprasentativitat der Kohorte von MEITL-Proben (Tse et al. 2012). Neben Mutationen und
Verlust der Genkopiezahl der Tumorsuppressoren TP53 und ATM wurden auch Mutationen

und Erhéhungen der Genkopiezahl der Onkogene ABL1 und ABL2 gefunden, die einen aus
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der Literatur bekannten Einfluss auf Tumorwachstum und Invasivitat, auch im Zusammenhang
der Aktivierung des JAK/STAT Signalweges, haben (Wang et al. 2020; Gil-Henn et al. 2013;
Wang et al. 2016). Die Veranderungen von TP53 und ATM kénnen zudem Einfluss auf die
Chemotherapiesensitivitat durch Veranderungen der Antwort auf DNA-Schaden haben, die zu
einer Erhéhung der Chemotherapieresistenz und damit zu einer Verringerung der Prognose
von Tumorpatienten fihren kdnnen (Huang et al. 2019; Jiang et al. 2009). So kann zumindest
in Teilen erklart werden, dass MEITL primar refraktar gegeniber Chemotherapie sind (Gentille
et al. 2017). Da TP53 Verlust jedoch in einer Vielzahl von Tumoren auftritt, kbnnen diese
genetischen Aberrationen nicht alleinig die hohe Resistenz dieser Entitdt gegeniber
etablierten Chemotherapeutika erklaren (Bouaoun et al. 2016).

Des Weiteren wurden genetische Aberrationen mit gain-of-function Auswirkungen des
JAK/STAT Signalweges charakterisiert, die nachweislich das Tumorwachstum verschiedener
Entitdten beférdern (Flex et al. 2008; Haddad et al. 2013; Kan et al. 2013). Besonders das
Auftreten der Hotspotmutationen JAK3MS"! und STAT5BN%4?H st in der MEITL Kohorte dabei
aufgefallen, die in der Literatur fur die Beférderung der Tumorprogression bekannt sind
(Yamashita et al. 2010; Araujo et al. 2019). In gesunden Zellen werden
Tyrosinkinaserezeptoren durch die Bindung von extrazellularen Botenstoffen wie Zytokinen
aktiviert, wodurch es zur Dimerisierung und Phosphorylierung der gebundenen JAK Proteine
kommt, die dadurch aktiviert werden (Leaman et al. 1996; Piu et al. 2002; Valdembri et al.
2002). Konsekutiv werden proliferationsférdernde und antiapoptotische Signalwege wie der
Phosphoinositid-3-Kinase oder der Mitogen-Activated-Protein Kinase Signalweg aktiviert
sowie die als Transkriptionsfaktoren wirkende STATs phosphoryliert und somit in den Nukleus
transloziert (Winston u. Hunter 1995; Lu et al. 2008; Li 2008). Wahrend es zunachst infrage
gestellt wurde, ob die Aktivierung beispielsweise durch STAT5BN%?H zur Entwicklung von
neoproliferativen Erkrankungen ausreicht, wurde inzwischen nachgewiesen, dass es durch
gain-of-function Mutationen in diesen Genen zu vom Vorhandensein der Botenstoffe
unabhangigen Aktivierung kommt, wodurch das Uberleben und Wachstum der Tumorzellen
beférdert werden kann (Yamada et al. 2000; Rajala et al. 2013; Kiguk et al. 2015; Pham et al.
2018).

5.1 SETD2

Der Verlust von SETD?2 ist in der soliden Tumorentitdt des klarzelligen Nierenzellkarzinoms
(ccRCC) sowie den lymphoiden Neoplasmen Hepatosplenisches T-Zell Lymphom (HSTCL),
MEITL und Akute Myeloische Leukdmie (AML) mit aktivierend wirkendem Fusionsprotein
MLL1 bekannt. Dieses Defizit der Histonmethyltransferase bedingt durch direkte angehaufte
Mutationen mit Funktionsverlustcharakter oder Verlust des Chromosomarms 3p® wurde bereits
in zahlreichen Publikationen beschrieben, tritt jedoch nur auRerst spezifisch fir ausgewahlte

Krebserkrankungen auf (Dalgliesh et al. 2010; Duns et al. 2010; Zhu et al. 2014; Moffitt et al.
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2017; McKinney et al. 2017; Bu et al. 2018; Veloza et al. 2023). Die Besonderheit wurde aber
bis zu diesem Zeitpunkt nicht ausreichend tiefgehend und vergleichend analysiert.

Wahrend SETD2 urspringlich als einzige Histonmethyltransferase, die an der Trimethylierung
von H3K36 beteiligt ist, beschrieben wurde, zeigen neuere Publikationen, dass auch SETD5
diese Funktion teilweise Ubernehmen kann (Edmunds et al. 2008; Sessa et al. 2019). Da

allerdings sowohl gezeigt wurde, dass die Trimethylierungskapazitat von SETD5 deutlich

geringer ist und mehrere Datensatze des Human Protein Atlas zeigen, dass SETD2 in
verschiedenen zellularen Subtypen inklusive T-Zellen starker exprimiert vorliegt, kann SETD2
weiterhin als die primar fir H3K36me3 verantwortliche Histonmethyltransferase angesehen
werden (Uhlén et al. 2015; Uhlen et al. 2019; Monaco et al. 2019; Schmiedel et al. 2018; Sessa
et al. 2019).

In der vorgelegten Arbeit habe ich einen SETD2 Verlust in der analysierten MEITL Kohorte
gezeigt, der auch in der Literatur beschrieben ist (Chen et al. 2020; Tomita et al. 2020; Hang
et al. 2022). Den loss-of-function Charakter der Mutationen habe ich dabei anhand von
Datenbanken und bereits publizierten charakterisierten Mutationen bestatigt und dieser ist
ebenfalls aus der Literatur bekannt (Roberti et al. 2016; Moffitt et al. 2017). Die Mutationen
traten dabei ohne aufféallige Hotspotmutation Uber die komplette Lange des Gens verteilt auf,
wobei eine Haufung mit drei Mutationen an der strukturgebenden Position H2514 auftrat (Li et
al. 2005). Der mittels Immunhistochemie nachgewiesene Verlust der H3K36 Trimethylierung
zeigt damit indirekt, dass die nachgewiesenen Mutationen zu einem Funktionsverlust des
Proteins fuhren.

Da dieser Funktionsverlust tumorspezifisch auftritt, wurden bereits Therapieansatze durch
Inhibition der Mitosis Inhibitor Proteinkinase gefunden. Diese setzt an den Verlust der
Trimethylierung von H3K36 an, indem es zu einer Unterstitzung des Verlusts der
Untereinheit 2 der Ribonucleoside-diphosphate Reduktase kommt, wodurch
Nukleosidtriphosphate depletiert werden und es zu einem Arrest in der S-Phase des Zellzyklus
und die Apoptose induziert wird (Pfister et al. 2015). Aufgrund hoher Toxizitat in klinischen
Studien wird die Weiterentwicklung dieses Therapieansatzes jedoch erschwert (Kong u.
Mehanna 2021).

In den Zelllinienmodellen wurde gezeigt, dass in T-Zell sowie B-Zell Zelllinien eine im Vergleich
zur systemfremden Zelllinie HeLa schwankende aber trotzdem immer vorhandene SETD2
mMRNA-Expression sowie H3K36 Trimethylierung zeigen. Tendenziell war die H3K36
Trimethylierung fur die meisten Zelllinien eher erhdht. Dementsprechend kann man ableiten,
dass SETD2 in diesen Zelllinien exprimiert und funktionell ist. Obwohl die SETD2 mRNA-
Expression der ccRCC Zelllinie Caki2 im Vergleich zu HeLa keinen Unterschied zeigte, war
auf Proteinebene die H3K36 Trimethylierung stark erniedrigt. Damit kann man ableiten, dass

typisch fir den zellularen Hintergrund ein SETD2 Verlust besteht, obwohl keine genomische
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SETD2 Mutation in dieser Zelllinie bekannt ist. Dieser konnte beispielsweise durch
posttranskriptionelle Modifikationen entstanden sein. Die hohe H3K36 Trimethylierung in den
getesteten Zelllinien mit anderen Entitatshintergriinden gibt einen ersten Hinweis, dass der fiir
MEITL oder ccRCC charakteristische SETD2 und H3K36me3 Verlust nicht vorrangig fir
andere Arten von Neoplasien zutrift und SETD2 demnach kein allgemeingliltiger
Tumorsuppressor ist. Dies macht die Analyse des Proteins aufgrund der Komplexitat der
Systeme sowie der verschiedenen Auswirkungen besonders interessant.

Die Analyse des Einflusses des SETD2 Verlusts auf Zellproliferation und Sensitivitat
gegenluber Chemotherapeutika wurde in der vorliegenden Arbeit durch die Auswahl eines
passenden Zelllinienmodells erschwert. Der shRNA basierte SETD2 Knockdown der HSTCL
Zelllinie DERL2 war wiederholt nicht erfolgreich. Diese Zelllinie ware aufgrund des yd T-Zell
Lymphomhintergrunds sowie der aktivierenden STAT5B Mutation die kommerziell erhaltliche
Zelllinie, die einem MEITL-Modell am ahnlichsten ware. Aufgrund von Problemen bei der
Kultivierung, da die Transduktion oder Transfektion mit verschiedenen Vektoren zum
Absterben der Zellen gefihrt hatte, wurde das Modell zu einer Entitdt ohne
Lymphomhintergrund, dem klarzelligen Nierenzellkarzinom, gewechselt. Fur diese Entitat sind
ebenfalls haufige SETD2 Mutationen bekannt und auch die Verringerung der SETD2
Expression ist zur spezifischen Identifikation von ccRCC Tumorgewebe geeignet (The Cancer
Genome Atlas Research Network 2013; Ujfaludi et al. 2022).

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass sich ein Verlust von SETD2 abhangig vom
Zellhintergrund unterschiedlich auf das Zellwachstum auswirkt. In den getesteten Zelllinien mit
T-Zell Hintergrund Jurkat und SR786, fiir welche Entitaten kein SETD2 Verlust publiziert ist,
habe ich einen Wachstumsnachteil durch den SETD2 Verlust nachgewiesen. Damit
einhergehend ist aus der Literatur bekannt, dass ein SETD2 Verlust das Zellwachstum durch
Transkriptionskontrolle verlangsamen kann und auch das SETD2 Homolog Set2 aus
Drosophila melanogaster ist zur Zellzyklusprogression nétig (Li et al. 2019; Dronamraju et al.
2018). In der ccRCC Caki2 wurde hingegen keine Verlangsamung des Zellwachstums
gefunden. In dieser Zelllinie ist wie fur ccRCC typisch eine VHL Nonsensemutation bekannt,
die zu einem verkirzten Proteinprodukt flhrt, wodurch es wahrscheinlich zu einem VHL
Funktionsverlust durch den Verlust wichtiger C-terminaler Domanen kommt (Lewis u. Roberts
2004). Dies konnte sich proliferationstreibend auswirken (Yao et al. 2017).

Dies lasst den Schluss zu, dass in Entitaten, die einen bekannten Verlust von SETD2 tragen,
sekundare Mechanismen haben, die dem Wachstumsnachteil, der mit SETD2 Verlust
einhergeht, entgegenwirken kénnen. Ein mégliches publiziertes Beispiel hierfur konnte AML
ohne oder mit einem aktivierend wirkenden MLL1 Fusionsprotein sein. Wahrend sich ein
SETD2 Verlust in AML ohne das Fusionsprotein nachteilig auf das Zellwachstum auswirkt,

erhéht der SETD2 Verlust in AML mit dem Fusionsprotein sogar das Tumorwachstum (Skucha
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et al. 2018; Zhu et al. 2014). Es ist bisher nicht aufgedeckt, welches Protein in klarzelligen
Nierenzellkarzinomen oder MEITL als sekundarer Mechanismus wirken kdnnte. Bekannte
Veranderungen, die moglich waren, sind der Verlust des Proteins VHL, welches ebenfalls vom
Verlust des Chromosomarms 3p? in klarzelligen Nierenzellkarzinomen betroffen ist und fiir
welches bekannt ist, dass es mit einem verstarkten Tumorwachstum in Zusammenhang steht
(Yao et al. 2017). In MEITL kénnten die gangigen aktivierend wirkenden Mutationen des
JAK/STAT Signalweges zum Uberwinden des Wachstumsnachteils unter SETD2 Verlust
fuhren (Araujo et al. 2019; Pham et al. 2018; Veloza et al. 2023). Diese Hypothesen habe ich
in der vorgelegten Arbeit anhand zweier JAK/STAT-getriebener Jurkat Zelllinien analysiert.
Wahrend die Kontrollzelllinie weiterhin durch den SETD2 Verlust einen Wachstumsnachteil
zeigte, konnte dieser in den Zelllinien mit ITK- bzw. TEL-SYK-Aktivierung nicht nachgewiesen
werden. Obwohl der genaue Mechanismus, der zum Uberwinden des Wachstumsnachteils
fuhrt, nicht aufgeklart werden konnte, wurde ein Ansatz gefunden, weshalb SETD2 Verlust
vornehmlich in Tumorentitdten mit proliferationstreibenden Mutationen gefunden wird. Eine
Hypothese ware, dass die Aktivierung des JAK/STAT Signalweges allein zu einer derart
starken Erhdéhung der Proliferation fuhrt, dass der Proliferationsnachteil durch den SETD2
Verlust keinen Einfluss mehr hat. Da ich allerdings in der vorgelegten Arbeit nachgewiesen
habe, dass die ITK- und TEL-SYK getriebenen Zelllinien keinen Wachstumsvorteil gegeniber
der Kontrollzelllinie haben, kann diese Hypothese verworfen werden.

Ein weiterer Effekt, der in der vorliegenden Arbeit abhangig vom Zellhintergrund aufgetreten
ist, waren verschiedene Einflisse auf Chemotherapiesensitivitat gegenlber Etoposid und
Doxorubicin. Dies bestatigt Befunde aus der Literatur, dass SETD2 die DNA-Damage-
Response und Sensitivitdt gegeniber Chemotherapeutika beeinflusst (Mar et al. 2017). Es
wurden in der vorgelegten Arbeit erneut zelltypabhangige Effekte gefunden wurden, die zum
Teil auch innerhalb von Zelllinien gegensatzlich waren. Ich habe ausgeschlossen, dass
isoformspezifische Bindungen der genutzten shRNAs auftreten, da alle shRNA Zielsequenzen
gegen beide SETD2 Isoformen (NCBI Referenzsequenzen NM 001349370.3 und
NM_014159.7) gerichtet sind (National Center of Biotechnology Information (NCBI) 1988;
Sayers et al. 2022). Es wurde validiert, dass die Modulation der Sensitivitat in den Zelllinien
mit JAK/STAT Aktivierung in gleichem Mal3e auftritt.

Aufgrund der bekannten Abhangigkeit der DNA-Damage-Response von der SETD2
Funktionalitdt wurde analysiert, ob die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Modulation der
Sensitivitdt gegenliber DNA-Schaden induzierenden Chemotherapeutika am Beispiel
Doxorubicin unter SETD2 Knockdown mit aberranten DNA-Reparaturmechanismen
einhergeht und die gegensatzlichen Effekte anhand dieses Mechanismus erklart werden
kénnen. Die Alteration der DNA-Reparatur habe ich durch den verlangsamten Abbau des

DNA-Schadenmarkers yH2AX unter SETD2 Verlust nachgewiesen. Dies steht im Einklang mit
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einer erhohten genomischen Instabilitat, die zu einer veranderten Sensitivitat fihren kann (Sun
et al. 2021a; Jachimowicz et al. 2019). So wurde ein beteiligter Mechanismus ermittelt, der an
der Induktion der Resistenz gegentber Erstlinientherapiemedikamenten beteiligt ist. Den
Effekt habe ich zudem ebenfalls in den ITK- bzw. TEL-SYK getriebenen Zelllinien
nachgewiesen. Es konnte jedoch nicht aufgedeckt werden, in welchem Zusammenhang der
aufgezeigte Mechanismus zur spezifischen Veranderung der Chemotherapiesensitivitat steht.
Ein weiterer Mechanismus mit Einfluss auf die Chemotherapiesensitivitat ist
Zellzyklusprogression. Es ist aus der Literatur bekannt, dass SETD2 Verlust zu Defekten der
S- and Gy/M-Kontrollpunkte flihren (Dong et al. 2019). Eine Veranderung der
Zellzyklusprogression unter induziertem Stress konnte in der vorgelegten Arbeit jedoch nicht
nachgewiesen und damit auch kein Zusammenhang zur Modulation der Sensitivitat gegentber
Doxorubicin abgeleitet werden.

Zellproliferation DNA-
P! Reparaturmechanismen

AML — MLL1 Fusionsprotein 1“”3 Modulation der

~ Sekundire \1/ Sensitivitdt gegeniiber
€cRCC — VHL Verlust —s G TS Erstlinienchemotherapie
— Mechanismen |\

MEITL & HSTCL -
JAKI/STAT Aktivierung

Gleichbleibende
——» Aktivierung Zellproliferation bei

—| Inhibition genomischer Instabilitit

Abbildung 35 Zelluldre Veranderungen unter SETD2 Verlust.

Zusammengefasst, ist der SETD2 Verlust ein komplexes Phanomen, welches spezifisch fir
bestimmte Zelltyphintergriinde auftritt und Funktionen einnehmen kann, die sich sowohl
nachteilig als auch vorteilig auf Proliferation und Chemotherapieresistenz auswirken kénnen
(Abb. 35). In zelluldaren Kontexten ohne weitere proliferationstreibende Alterationen fuhrt der
Verlust von SETD2 zu einer verlangsamten Proliferation. Dementsprechend kann man
ableiten, dass SETD2 zur Aufrechterhaltung der Proliferation nétig ist. Jedoch wurde auch
nachgewiesen, dass SETD2 Verlust zu verringerten Reparaturmechanismen und
dementsprechend zu genomischer Instabilitat fihrt. Die genomische Instabilitat kann durch
vermehrte Entstehung weiterer genetischer Aberrationen die Tumorentwicklung begulinstigen
und die Sensitivitdt gegenlber Chemotherapeutika modulieren. Dies wurde auch in der
vorgelegten Arbeit nachgewiesen und kénnte sich bei der Behandlung von Tumoren nachteilig
auswirken. Diese Diskrepanz konnte in der vorgelegten Arbeit gelést werden, indem gezeigt
wurde, dass bei Vorhandensein sekundarer aktivierenden Mechanismen wie dem Verlust von
VHL in ccRCC oder der Aktivierung des JAK/STAT Signalweges durch STAT5BN¢42" oder in
den gezeigten Experimenten Uber ITK- bzw. TEL-SYK der verringerten Zellproliferation

entgegengewirkt wird, wodurch der Wachstumsvorteil des SETD2 Verlusts tberwiegt. Damit
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wurde ein Ansatz fur die Ursache der hohen Selektivitat des Auftretens des SETD2 Verlusts

geliefert.

5.2 EZH2

Die EZH2 Uberexpression, aktivierende EZH2 Mutationen oder erhdhte H3K27
Trimethylierung ist in verschiedenen Entitdten bekannt und mit der Tumorprogression
assoziiert (Bodor et al. 2013; Kleer et al. 2003; Ngollo et al. 2014). Dementsprechend ist die
pharmakologische EZH2 Inhibition ein vielversprechender Ansatzpunkt, der wiederholt in
verschiedenen Zellhintergriinden wie dem Diffusen GroRRzelligen B-Zell Lymphom (DLBCL)
oder follikularem Lymphom in klinischen Studien der Phase Il als effektiv nachgewiesen wurde
(Sarkozy et al. 2020; Morschhauser et al. 2020).

In der vorliegenden Arbeit konnte auch fir Entitdten mit T-Zell Hintergrund eine hohe EZH2
Expression und H3K27 Trimethylierung im Zelllinienmodell nachgewiesen werden. Zudem
zeigte sich in der MEITL Patientenkohorte eine Assoziation zwischen EZH2 Expression und
H3K27me3, welche die funktionale kanonische EZH2 Signalweiterleitung widerspiegelt.
Dieser Zusammenhang konnte in den untersuchten Zelllinienmodellen weder fur die EZH1
noch fur die EZH2 Expression nachvollzogen werden. Damit kdnnten zum einen Limitationen
der Zelllinienmodelle und zum anderen Einflisse anderer epigenetischer Modulatoren, wie
beispielsweise die H3K27 Demethylasen Lysine (K)-Specific Demethylase 6A und B, die
gegensatzlich zum Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) wirken und in der vorgelegten
Arbeit nicht analysiert wurden, sichtbar werden (Agger et al. 2007). Mutationen im EZH2 Gen
waren bei Entitadten mit T-Zell Hintergrund sowohl in der MEITL Kohorte als auch in den
Zelllinienmodellen hingegen selten. Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse darauf hin,
dass EZH2 in Entitdten mit T-Zell Hintergrund funktional und stark exprimiert ist, die
kanonische Signalweiterleitung Gber den PRC2 Komplex jedoch gestoért sein kdnnte.
Aufgrund der hohen EZH2 Expression, die auch bereits in der Literatur beschrieben wurde, ist
ein Einfluss auf die Tumorprogression zu vermuten und dementsprechend auch die Rationale
fur pharmakologische EZH2 Inhibition als therapeutischer Ansatz in diesen Entitaten gegeben
(Schimann et al. 2021; Fujikawa et al. 2016). Damit einhergehend wurde die EZH2 Inhibition
als mogliche Monotherapie in padiatrischer T-Zell Akute Lymphatische Leukamie (T-ALL) und
peripheren Lymphomen mit vielversprechender, wenn auch limitierter Reduktion der
Zellviabilitat getestet (D'Angelo et al. 2015; Yamagishi et al. 2019).

Die pharmakologische EZH2 Inhibition wird aufgrund der hohen EZH2 Expression in
zahlreichen Entitaten bereits fur verschiedene Zellhintergriinde in klinischen Studien geprdft.

Dementsprechend sind aktuell 35 klinische Studien bei ClinicalTrials.gov aufgefuhrt

(01.09.2023, Suche “EZH2” und “Recruiting”, “Active, not recruiting” oder “Enrolling by
invitation”) und der EZH2-spezifische Inhibitor Tazemetostat (EPZ6438) wurde von der US-

amerikanischen Behdrde Food and Drug Administration flr die Anwendung im epithelioden
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Sarkom mit Weichteilgewebe Hintergrund bewilligt, wodurch die hohe klinische Relevanz
unterstrichen wird (National Center of Biotechnology Information (NCBI) 1988; Hoy 2020).
Anders als in der Literatur sowohl fiir solide Tumore oder auch Lymphome und Leukamien
beschrieben, zeigen die Daten der vorgelegten Arbeit jedoch unter pharmakologischer EZH2
Inhibition nur bei Konzentrationen, die die klinische Anwendbarkeit Uberschreiten, eine
Reduktion der Zellviabilitat; was auch von Kooperationspartnern bestatigt wurde (unpublizierte
Korrespondenz) (Li et al. 2022; Gounder et al. 2020; Morschhauser et al. 2020; Basheer et al.
2019). Weiterhin fiihrte auch der EZH2 Verlust mittels Knockdown nicht zu einer starken
Veranderung der Proliferation. Dies widerspricht der Eignung entsprechender EZH2
Inhibitoren als Monotherapie im T-Zell Leukdmie- und Lymphombhintergrund. Diese Diskrepanz
konnte beispielsweise teilweise durch Einflisse auf das Tumormikromilieu erklart werden,
welche in der vorgelegten Arbeit nicht analysiert wurden (Li et al. 2022).

Die pharmakologische EZH2 Inhibition konnte jedoch dennoch in Kombination mit etablierten
Chemotherapeutika genutzt werden, da bekannt ist, dass in Kombination mit Inhibitoren
epigenetischer Modulatoren synergistische Effekte auftreten kénnen. Dies wurde
beispielsweise fur Inhibitoren von Phosphodiesterasen in Kombination mit den Platinanaloga
Cisplatin und Carboplatin oder fir Inhibitoren von Histon Deacetylasen in Kombination mit den
Topoisomerase Il Inhibitoren Etoposid und Doxorubicin gezeigt (Domvri et al. 2017; Namdar
et al. 2010). Weiterflihrend wurden auch bereits synergistische Einflisse unter EZH2 Verlust
auf das Erstlinientherapiemedikament Doxorubicin gefunden (Bai et al. 2014). Allerdings
muissen auch mdégliche antagonistische Einfliisse in Betracht gezogen werden, wie es flr
EZH2 Inhibition bereits fir die Kombination mit Cytarabin bewiesen wurde (Gollner et al. 2017).
Dementsprechend habe ich anhand eines Screenings die Eignung der Kombination
pharmakologischer EZH2 Inhibition mit verschiedenen Chemotherapeutika getestet. In diesem
Experiment konnte auch die bereits bekannte Sensitivierung fiir Doxorubicin bestatigt werden.
Besonders auffallig war jedoch die sehr drastische Erhéhung der Resistenz gegenuiber
Oxaliplatin, die in allen Zelllinien nachgewiesen werden konnte und weitergehend analysiert
werden sollte.

In der vorliegenden Arbeit habe ich gezeigt, dass durch pharmakologische EZH2 Inhibition
mittels SAM-kompetitiver kleiner Wirkstoffmolekiile anhand der Beispiele GSK126 und
EPZ6438 die Sensitivitdt gegenliber dem in der Therapie rezidivierter und refraktarer T-Zell-
Neoplasien haufig eingesetztem Medikament Oxaliplatin drastisch in peripheren T-Zell
Lymphom, T-Zell Leukdmie und B-Zell Lymphom Zelllinien verringert wurde. Dieser Effekt trat
unabhangig von der zelltypspezifischen EZH2 Expression oder H3K27 Trimethylierung auf und
wurde unter EZH2 Knockdown oder pharmakologischer EZH2 Inhibition mittels des SAH-
Hydrolase Inhibitors DZNep nicht gefunden. Zudem wurde die Sensitivitdt gegeniber

Oxaliplatin sowohl in den mock Kontrollzelllinien als auch in den EZH2 Knockdownlinien durch
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zusatzliche pharmakologische EZH2 Inhibition durch GSK126 erniedrigt. Dies zeigt, dass der
Effekt nicht vom Vorhandensein von EZH2 oder seiner Funktionsfahigkeit abhangt und deutet
somit darauf hin, dass es sich um eine EZH2-unabhangige Induktion der Oxaliplatinresistenz
handelt.

Fur die T-ALL Zelllinien Jurkat und Loucy, die CTCL Zelllinie HH und die HSTCL Zelllinie
DERLZ2 habe ich zudem sekundare Auslesemethoden wie Zellzyklusanalyse und Analyse von
Apoptose und Nekrose unter Oxaliplatin untersucht. Unter GSK126 Monotherapie wurde
weder eine Deregulation des Zellzyklus noch eine Induktion von Apoptose und Nekrose
gefunden. Da keine letale Konzentration genutzt wurde, wurden solche Veranderungen auch
nicht erwartet und die Ergebnisse bestatigen demnach die bereits aus den Viabilitdtsassays
abgeleitete geringe Eignung der pharmakologischen EZH2 Inhibition als Monotherapie. Die
Oxaliplatinmonotherapie hingegen zeigte deutliche Deregulation des Zellzyklus sowie eine
Induktion von Apoptose und Nekrose. Da in der Zellzyklusanalyse unter
Oxaliplatinmonotherapie in Jurkat ein GoM-Phase Arrest, in Loucy ein S-Phase Arrest und in
den PTCL Zelllinien HH und DERL2 eine Induktion der Sub-GoGi-Phase ohne Arrest in
anderen Phasen gefunden wurde, kann man ableiten, dass Oxaliplatin initial unterschiedliche
Mechanismen in den verschiedenen Zelllinien induziert, weil der Phasenibergang an
verschiedenen Punkten gestort wurde und dies auf unterschiedliche zugrundeliegende
Mechanismen hindeuten kann (Sun et al. 2021b). Dies wird weiterhin unterstrichen durch die
frihere und intensivere Induktion von Apoptose und Nekrose in den Zelllinien HH und DERL2
im Vergleich mit den Zelllinien Jurkat und Loucy. Hier zeigte sich eine Gruppeneinteilung nach
Reifungsgrad, weil HH und DERL2 Zelllinien mit einem reifzelligen post-thymischen
Peripheren T-Zell Lymphom (PTCL) Hintergrund und Jurkat und Loucy Zelllinien mit einem
unreifzelligen pra-thymischen T-ALL Hintergrund sind.

Da jedoch durch zusatzliche GSK126 Inkubation Uber alle Zelllinien hinweg eine Reduktion
der verschiedenen durch Oxaliplatin induzierten Effekte gefunden wurde, deutet dies darauf
hin, dass es sich bei der Induktion der Resistenz um einen universellen Mechanismus handelt,
welcher unabhangig vom urspringlichen Oxaliplatineffekt ist. Die Reduktion der Effekte konnte
zuerst nach 48 h Kombinationstherapie nachgewiesen werden. Da es sich hierbei um ein
vergleichsweise langes Zeitfenster handelt, konnte dies =zeitlich auf transkriptionelle
Veranderungen, eventuell auch mit mehreren Schritten, hindeuten.

Weiterhin wurde der intrazelluldre Platingehalt in Jurkat und HH unter Oxaliplatin
Monotherapie im Vergleich mit Oxaliplatin/GSK126 Kombinationstherapie analysiert. Hier
wurde ein vielversprechender Ansatzpunkt fir die Aufklarung des Mechanismus hinter der
Induktion der Oxaliplatinresistenz gefunden, da der intrazellulare Platingehalt unter
pharmakologischer EZH2 Inhibition erniedrigt war. Weil dieser Effekt frihestens nach 48 h,

jedoch nicht am ersten Messpunkt nach 6 h nachgewiesen wurde, deutet dies auf eine
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Erhéhung des Oxaliplatinefflux jedoch nicht auf eine Verringerung des Oxaliplatininflux hin.
Zudem war das Auftreten des verringerten intrazellularen Platingehalts zeitlich simultan mit
der Reduktion der Oxaliplatineffekte auf Zellzyklus und Apoptose durch pharmakologische
EZH2 Inhibition. Dies deutet weiterhin daraufhin, dass ein erhdhter Oxaliplatinefflux fur die
Verringerung der Oxaliplatineffekte verantwortlich ist.

Auch die Reduktion des intrazelluldaren Platingehalts wurde unabhangig vom zellularen
Hintergrund gefunden, wodurch die Hypothese erstarkt wird, dass die Induktion der
Oxaliplatinresistenz unabhangig vom zelltypspezifischen Oxaliplatineffekt ist. Zudem wurde
durch die fehlende Reduktion des intrazellularen Oxaliplatingehalts unter EZH2 Knockdown
bewiesen, dass der Effekt nicht mit fehlender EZH2 Aktivitat in Verbindung steht.

Somit weisen mehrere Ergebnisse auf zelltyp- und EZH2-unabhangige Nebenwirkungen der
SAM-kompetitiven EZH2 Inhibitoren hin. Damit einhergehend wird auch von der aktuellen
Literatur bestatigt, dass diese Gruppe von EZH2 Inhibitoren in hepatozellularen
Karzinomzelllinien mit einer EZH2-unabgéangigen Induktion von SRE bindenden Proteinen in
Zusammenhang steht (Yang et al. 2019). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte mittels
mRNA-Sequenzierung Uber alle getesteten Zelllinien eine Hochregulation von SREBF1 und
SREBF2 nachgewiesen werden. Fur die von diesen Genen codierten Proteine SREBP1 und
SREBP2 ist aus der Literatur bekannt, dass sie die Cholesterolhomdostase kontrollieren
(Yokoyama et al. 1993). Neben dieser physiologischen Funktion wurden die SRE bindenden
Proteine auch im kolorektalem und hepatozellularem Karzinomhintergrund in Zusammenhang
mit Resistenz gegenliber verschiedenen Chemotherapeutika sowie Bestrahlung gebracht
(Gao et al. 2019; Shen et al. 2019; Jin et al. 2021; Mok et al. 2022).

Des Weiteren wurde gezeigt, dass SRE bindende Proteine die Expression des Transporters
ABCG1 kontrollieren kénnen (Ecker et al. 2007). Fir dieses Protein ist aus verschiedenen
Zellhintergriinden eine Regulation des intrazellularen Cholesterolgehalts bekannt (Klucken et
al. 2000; Xu et al. 2022). Aber auch ein Einfluss speziell auf die Resistenz gegenlber
Oxaliplatin wurde fir ABCG1 im Zellhintergrund des hepatozellularen Karzinoms bereits
publiziert (Liao et al. 2020). Damit einhergehend wurde flir verschiedene Vertreter der ABC
Transporterfamilie ein Einfluss auf die multidrug Resistenz nachgewiesen (Choi 2005). So
wurde auch fir ein weiteres Protein der ABC Subfamilie G, ABCG2, gezeigt, dass der
Transporter die Resistenz gegenuber verschiedenen Chemotherapeutika erhéht (Han u.
Zhang 2004).

Im Einklang mit der Literatur, konnte in der vorliegenden Arbeit eine Hochregulation auf mMRNA-
Ebene von SREBF1, SREBF2, ABCG1 und ABCG2 mittels Inkubation mit zwei Vertretern der
SAM-kompetitiven EZH2 Inhibitoren nachgewiesen werden. Die Effektivitat der Regulation war
dabei unter GSK126 Inkubation starker als unter EPZ6438 Inkubation. Damit einhergehend

habe ich fir EPZ6438 auch eine geringere Reduktion der Zellviabilitdt unter Monotherapie
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sowie eine weniger starke Induktion der Oxaliplatinresistenz in Viabilitdtsassays festgestellt.
Dies lasst den Schluss zu, dass die Effektivitat des Inhibitors EPZ6438 insgesamt geringer als
die von GSK126 ist. Anders als unter pharmakologischer EZH2 Inhibition mittels SAM-
kompetitiver EZH2 Inhibitoren habe ich unter Inkubation mit dem nicht-SAM-kompetitiven
EZH2 Inhibitor DZNep keinerlei Regulation und unter EZH2 Knockdown nur bei Nutzung einer
shRNA in Jurkat eine Hochregulation von ABCG2 gefunden. Da dieses Ergebnis nicht mit der
zweiten shRNA in Jurkat oder der anderen getesteten Zelllinie HH bestatigt werden konnte,
handelt es sich wahrscheinlich um eine Kombination aus shRNA- und zelltypspezifischem
Effekt. Des Weiteren war die mRNA-Expression von ABCG1, SREBF1 und SREBF2 unter
EZH2 Knockdown nicht hochreguliert. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass die Regulation der
Proteinexpression von SREBP1/2 und ABCG1/2 genau wie die Induktion der
Oxaliplatinresistenz ein EZH2-unabhangiger Effekt SAM-kompetitiver EZH2 Inhibitoren ist.
Obwohl ein PRC2-abhangiger oder nicht-kanonischer EZH2 Signalweg aufgrund des
Auftretens der Oxaliplatinresistenz unabhangig von der EZH1/2 Expression oder H3K27
Trimethylierung unwahrscheinlich ist, kbnnen diese Mdglichkeiten auf Basis der Datenlage der
vorliegenden Arbeit nicht vollstandig eliminiert werden. Mittels pharmakologischer EZH2
Inhibition ist auch eine Nebenwirkung auf das paraloge Protein EZH1 nicht komplett
auszuschlieRen, da fir die Drosophila melanogaster Homologe Ezh1 und Ezh2 65 %
Sequenzidentitdt bekannt ist und auch zwischen den humanen Proteinen 76 % und
Sequenzidentitat besteht (Margueron et al. 2008; National Center of Biotechnology Information
(NCBI) 1988; Sayers et al. 2022). Diese simultane EZH1 Inhibition wirde unter EZH2
Knockdown nicht auftreten, weil die shRNAs die EZH1 Expression oder Funktionalitat nicht
beeinflussen sollten. Dies wurde Uberprift, indem ich die Zielsequenzen der EZH2 shRNAs
gegen die EZH1 mRNA Sequenz (NCBI Referenzsequenz NM_001321079.2) abgeglichen
und keine Ubereinstimmung gefunden habe (Sayers et al. 2022; National Center of
Biotechnology Information (NCBI) 1988). Da bewiesen wurde, dass EZH1 zum Teil die
Aufgaben von EZH2 unter EZH2 Verlust GUbernehmen kann, kénnte EZH1 unter EZH2
Knockdown eventuell die Induktion der Oxaliplatinresistenz kompensieren (Margueron et al.
2008; Shen et al. 2008).

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Literatur ist es dennoch wahrscheinlicher, dass es
sich bei der Induktion der Oxaliplatinresistenz um eine EZH1/2-unabhangige Nebenwirkung
SAM-kompetitiver EZH2 Inhibitoren handelt (Yang et al. 2019). Dementsprechend wurde in
der vorliegenden Arbeit die Hypothese abgeleitet, dass es EZH2-unabhéngig durch
pharmakologische EZH2 Inhibition zu einer Hochregulation von SREBP1/2 kommt, wodurch
die Transporter ABCG1/2 hochreguliert werden. Dadurch wird der Oxaliplatinefflux erhéht,

wodurch die Resistenz vermittelt wird.
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Diese Hypothese wurde in der vorliegenden Arbeit bewiesen, da es zu einer Reduktion der
durch pharmakologische EZH2 Inhibition induzierten Erhéhung der Oxaliplatinresistenz sowie
Verringerung des intrazellularen Platingehalts durch zusatzliche Inhibition der SRE bindenden
Proteine oder ABC Transporter kam. Damit konnten die beiden in der vorliegenden Arbeit
analysierten Effekte, die mafgeblich durch pharmakologische EZH2 Inhibition verandert
wurden, durch Inhibition der gefundenen Zielproteine gerettet werden.

Da in Jurkat durch zusatzliche Inhibition der SRE bindenden Proteine oder ABC Transporter
zunachst eine Erhéhung und in HH eine Erniedrigung des intrazellularen Platingehalts
nachgewiesen werden konnte, kénnten Fatostatin und Glibenclamide auch Einfluss auf den
Oxaliplatininflux haben. Aufgrund der Diskrepanz zwischen den getesteten Ziellinien, kdnnten
zudem zelllinienspezifische Effekte eine Rolle spielen, die aber nicht weiter analysiert wurden.
Fatostatin und Glibenclamide ohne zusatzliche EZH2 Inhibition hatten jedoch keinen Einfluss
auf den intrazellularen Platingehalt. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Induktion
der SRE bindenden Proteine und ABC Transporter durch SAM-kompetitive EZH2 Inhibitoren
zunachst notig ist, um die konsekutiven Effekte nachweisen zu kénnen.

Die Ergebnisse der Arbeit deuten darauf hin, dass die gefundenen Effekte durch die Gruppe
der SAM-kompetitiven EZH2 Inhibitoren ausgel6st werden, nicht aber durch alle Wirkgruppen
der EZH2 Inhibitoren. So wurde fir den SAH-Hydrolase Inhibitor DZNep weder eine Induktion
der Oxaliplatinresistenz noch eine Induktion der ermittelten Zielgene SREBF1/2 oder ABCG1/2
gefunden.

Im Uberblick ist in Abbildung 36 die Hypothese des Mechanismus zusammengefasst. Obwohl|
SAM-kompetitive EZH2 Inhibitoren die kanonische wund nicht-kanonische EZH2
Signalweiterleitung inhibieren, ist diese Funktion nicht fir die Induktion der Oxaliplatinresistenz
verantwortlich. Es wurde nachgewiesen, dass die Inhibitoren zusatzlich EZH2-unabhangig die
Transkription von SREBP1/2 aktivieren, wodurch die Transkription von ABCG1/2 aktiviert wird.
Diese Transporter fihren zu einem gesteigertem Oxaliplatinefflux, wodurch die Resistenz

zumindest in Teilen erklart werden kann.
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Abbildung 36 Aufgedeckter Mechanismus der Induktion der Oxaliplatinresistenz unter
pharmakologischer EZH2 Inhibition.

Zusammengefasst zeigen EZH2 Inhibitoren in der Literatur vielversprechende Aktivitat in T-
Zell Lymphomen, die in der aktuell vorgelegten Arbeit flr Zelllinien mit T-Zell Leukamie- und
Lymphomhintergrund jedoch nicht reproduziert werden konnten. Dementsprechend ist der
klinische Einsatz pharmakologischer EZH2 Inhibition als Monotherapie auf Basis der in den
untersuchten Modellen gewonnenen Daten nicht vielversprechend.

Des Weiteren wurden in der Vergangenheit zwar synergistische Effekte mit anderen
Chemotherapeutika wie dem weit verbreiteten Erstlinientherapiemedikament Doxorubicin
gefunden, die vorliegenden Daten zeigen jedoch eindricklich die Erhéhung der Resistenz
gegenuber Oxaliplatin. Da gerade periphere T-Zell Lymphome haufig schlechtes Ansprechen
auf Erstlinientherapie zeigen und Sekundartherapiemedikamente wie Oxaliplatin eingesetzt
werden, sprechen die vorliegenden Ergebnisse gegen einen Einsatz der pharmakologischen
EZH2 Inhibition in Entitdten mit T-Zell Hintergrund. Aus der Literatur sind zudem auch
nachteilige Effekte der Kombination von EZH2 Inhibition und anderen Chemotherapeutika
bekannt (Gdllner et al. 2017). Zusammengenommen, koénnte dies darauf hindeuten, dass es
durch pharmakologische EZH2 Inhibition auch zu antagonistischen Effekten mit weiteren
Chemotherapeutika kommen kénnte. Daflir spricht die in der vorliegenden Arbeit aufgedeckte
Hochregulation der fiir Chemotherapieresistenz bekannten Transporter ABCG1 und ABCG2,
die in mehreren Zellhintergriinden nachgewiesen werden konnte (Liao et al. 2020; Han u.
Zhang 2004).

Die aufgezeigten Effekte unterstreichen den Einfluss der Nebenwirkungen von Inhibitoren,
trotz nachgewiesener Spezifitat (Knutson et al. 2013; McCabe et al. 2012). Es wurde deutlich

gemacht, dass eingehende Untersuchungen rational erstellter Kombination neuer Inhibitoren
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und etablierter Chemotherapeutika vor dem Erstellen klinischer Studien wichtig sind, um

mdgliche nachteilige Effekte auszuschliel3en.

5.3 Limitationen und Ausblick

In der vorgelegten Arbeit habe ich epigenetische Aberrationen in reifzelligen T-Zell Neoplasien
analysiert. Es wurden sowohl in Patientenproben einer MEITL Kohorte als auch in einer breiten
Auswahl an Zelllinien mit T-Zell Leukamie, reifzelligem T-Zell Lymphom und reifzelligem B-Zell
Lymphom Hintergrund Veranderungen auf genetischer und Proteinebene charakterisiert. In
den Zelllinienmodellen wurde auch die mMRNA-Expression der relevanten Gene analysiert.

Es zeigte sich ein mutationsbedingter, zelltypabhangiger Verlust der Histon Lysin
Methyltransferase SETD2 in MEITL, der mit einem Verlust der H3K36 Trimethylierung
einherging und bei anderen Hintergriinden nicht gefunden werden konnte. Die Analyse wird
dadurch limitiert, dass aufgrund der vergleichsweise schlechten Qualitat der FFPE-Materialien
und zum Teil lang gelagerten Proben keine mRNA-Sequenzierung an der MEITL-Kohorte
vorgenommen wurde, um eventuelle Genexpressionsveranderungen durch den Verlust von
SETD2 und H3K36me3 aufzudecken. Des Weiteren wird der Aussagegehalt der Analyse der
DNA-Damage-Response ebenfalls besonders durch die geringe Probenzahl beeinflusst.
Diese konnte in Zukunft durch eine Erweiterung der vorhandenen Proben das Verstandnis des
MEITL-spezifischen SETD2 Verlusts vergroftern und die aufgedeckten Zusammenhange
validieren.

Die vergleichende Analyse der Proliferation zwischen Zelltypen, in denen SETD2 Verlust nicht
gelaufig oder bekannt ist, zeigte, dass SETD2 Knockdown in T-Zell-Leukamie und reifzelligen
T-Zell-Lymphom ohne bekanntem SETD2 Verlust oder weiterer proliferationstreibender
Mutation zu einer Verlangsamung der Proliferation flhrte, wahrend eine Zelllinie mit ccRCC
Hintergrund, fir welches der SETD2 Verlust publiziert und der proliferationstreibende VHL
Verlust bekannt ist, diesen nachteiligen Effekt nicht zeigte. Dies ist ein erstes Anzeichen fir
die hohe Zellhintergrundabhangigkeit der publizierten SETD2 Aberrationen. Es wurde die
Hypothese abgeleitet, dass eine zweite treibende Mutation, wie beispielsweise die in MEITL
haufig auftretende Aktivierung des JAK/STAT Signalweges oder der Verlust des Faktors VHL
in ccRCC nétig ist. Diese Hypothese wurde in der vorgelegten Arbeit anhand des Einbringens
des STATS aktivierenden Fusionsproteinen ITK-SYK bzw. TEL-SYK analysiert, wodurch der
durch SETD2 Verlust induzierte Proliferationsnachteil Uberwunden werden konnte. Zur
weiteren Analyse mit hoherer Ahnlichkeit zu den typischen MEITL Mutationsmuster sind
jedoch spezifische Arbeiten mittels Uberexpression bekannter treibender Mutationen wie
STAT5BN%?H zy dieser Fragestellung notig.

Das onkogene Potential des SETD2 Verlusts wurde zudem durch den Einfluss auf die primare
Chemotherapiesensitivitat geprift. Es zeigte sich in der Zelllinie Jurkat grundséatzlich eine

Erhéhung der Resistenz gegeniber den Chemotherapeutika Doxorubicin und Etoposid.
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Jedoch wurde in der zweiten getesteten Zelllinie SR786 eine Tendenz zur Sensitivierung
gegeniber Doxorubicin gefunden und eine zum Teil signifikante Sensitivierung gegentber
Etoposid. Weiterhin variierte der Effekt innerhalb der genutzten shRNAs bei der Zelllinie CakiZ2.
Dies gibt einen Ansatz, dass es sowohl spezifische Einflisse durch den Zellhintergrund als
auch der genutzten shRNAs auf die Chemotherapiesensitivitat gibt, fliir dessen Beweis weitere
Analysen bendtigt werden.

Da jedoch nachgewiesen wurde, dass SETD2 Verlust allgemein zu einer Veranderung der
Sensitivitat gegenlber Komponenten der gangigen PTCL Erstlinientherapie fuhrt, geben die
Ergebnisse einen ersten Hinweis darauf, weshalb es sich bei MEITL um eine primar
chemotherapierefraktare Entitat handelt. Dieser Zusammenhang konnte jedoch nicht detailliert
analysiert werden, da es keine kommerziell erhaltlichen Zelllinienmodelle fir MEITL gibt und
der SETD2 Knockdown in der nachstverwandten Zelllinie DERL2 nicht erfolgreich war.
Weiterhin muss in Betracht gezogen werden, dass Caki2, die als Zelllinie mit Hintergrund, fur
den ein SETD2 Verlust bekannt ist, gewahlt wurde, als adhéarente Zelllinie mit
Nierenzellkarzinomhintergrund systemfremd ist, was Einflisse auf die Vergleichbarkeit der
Analysen haben kann. In kommenden Arbeiten sollten also weitere reifzellige lymphoide
Modelle und auch die Analyse von Primarmaterial mit einbezogen werden.

In der vorgelegten Arbeit wurde nachgewiesen, dass DNA-Reparaturmechanismen unter
SETD2 Verlust gestoért sind, wodurch die Erhéhung der Chemotherapieresistenz zumindest in
Teilen erklart werden kann. Die Fokussierung auf diesen Mechanismus ist begriindet durch
die in der Literatur bekannte Veranderung der DNA-Reparatur unter SETD2 Aberrationen.
Andere Mechanismen, die die Chemotherapiesensititivitat beeinflussen kénnen, wie In- und
Effluxveranderungen, Aberrationen des Mitogen-Activated-Protein Kinase Signalweges oder
Induktion der Apoptose wurden hingegen nicht analysiert und sollten in weiteren Arbeiten
vertieft werden.

Neben SETD2 wurde zudem die Expression der Histon Lysin Methyltransferase EZH2 in
Patientenproben der MEITL Kohorte als auch in derselben Auswahl an Zelllinien auf
genomischer und Proteinebene analysiert, wobei Mutationen in diesem Gen bei Proben mit T-
Zellhintergrund nur selten auftraten. Sowohl die EZH2 Expression als auch die H3K27
Trimethylierung war in diesen Systemen jedoch mit wenigen Ausnahmen erhéht. Wahrend der
Verlust von EZH2 und subsequent H3K27me3 in der T-ALL Zelllinie Loucy aus der Literatur
bekannt ist, ist der Verlust von H3K27me3 bei starker EZH2 Expression in der wenig
charakterisierten HSTCL Zelllinie DERL2 jedoch nicht aufgedeckt. Dementsprechend bedarf
es weiterer Analysen zu posttranskriptionellen Veradnderungen und Abbauprozessen in dieser
Zelllinie.

Obwohl die Uberexpression von EZH2 sowohl in der Literatur bekannt ist als auch in der

vorgelegten Arbeit nachgewiesen werden konnte, wodurch ein onkogener Charakter zu
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vermuten ist, wurde unter EZH2 Knockdown in verschiedenen Zelllinienmodellen keine
Verlangsamung der Proliferation gefunden. In weiteren Arbeiten sollten also andere
Mechanismen analysiert werden, die Uber das reine Zellwachstum hinausgehen und sich
vorteilhaft auf die Tumorentwicklung auswirken kénnen, wie beispielsweise Veranderungen
des Tumormikromilieus. Da dies im Zelllinienmodell nur bedingt durch Veranderungen des pH-
Wertes oder der Osmolaritat nachgestellt werden kann, wirden eventuelle Veranderungen in
der vorgelegten Arbeit durch die Restriktion auf Zellkulturmethoden gegebenenfalls nicht
aufgedeckt werden kdnnen.

In der Arbeit wurde offengelegt, dass pharmakologische EZH2 Inhibition zelltyp- und EZH2-
unabhangig zu einer Erhéhung der Oxaliplatinresistenz in klinisch relevanten
Konzentrationsbereichen fihrt. Daflir wurden sowohl Zelllinien mit verschiedenem EZH2- und
H3K27me3-Status als auch EZH2-Knockdown mit einbezogen. Es wurde aufgedeckt, dass
Veranderungen des Oxaliplatineffluxes durch EZH2-unabhéngige Regulation der SRE
bindenden Proteine 1 und 2 und der ABCG Transporter 1 und 2 an der Erhdhung der Resistenz
beteiligt sind. Durch anschlieRende gemeinsame Inkubation mit SREBP und ABC Inhibitoren,
die zu einer Verringerung der durch EZH2 Inhibition induzierten Effekte fuhrte, wurde die
Abhangigkeit verifiziert. In den Expressionsanalysen wurden EZH2-abhangige Effekte jedoch
nur bedingt und EZH1-spezifische Effekte Uberhaupt nicht analysiert. Fir genauere Aussagen
waren Zellen mit EZH1/2 Einzel- und Doppelknockdown sowie die entsprechende
Uberexpression nétig. Des Weiteren sollten SREBP1/2 und ABCG1/2 Knockdowns mit
einbezogen werden, um Nebenwirkungen der SREBP und ABC Inhibitoren auszuschlie3en.
Anhand der vorgelegten Arbeit wurde abgeleitet, dass die Erhdhung der Oxaliplatinresistenz
unter pharmakologischer EZH2 Inhibition ein Nebeneffekt SAM-kompetitiver EZH2 Inhibitoren
ist. Dies wurde an zwei Vertretern der Gruppe dieses Wirkmechanismus’ bewiesen und konnte
an einem EZH2 Inhibitor mit einem anderen Wirkmechanismus nicht gezeigt werden. Um die
Allgemeingultigkeit der Aussage jedoch sicher beweisen zu kénnen, sollten die Ergebnisse in
weiteren Vertretern der Gruppe der SAM-kompetitiven EZH2 Inhibitoren verifiziert werden und
auch die Effekte bei Inkubation mit dualen EZH1/2 Inhibitoren, EZH2-EED-Disruptoren sowie
Wirkstoffen, die zum Abbau von EZH2 fiihren, analysiert werden.

Insgesamt erschwert die Komplexitat des Systems durch die unterschiedlichen genutzten
Zellhintergrinde der Zelllinien die Analyse der verschiedenen Fragestellungen. Dieses
Problem kdénnte durch eine weitreichende Erweiterung der Auswahl an Zelllinien fur alle
durchgefuhrten Experimente sowohl unter Knockdown als auch Inhibition der analysierten
Proteine aufgel6st werden. Dadurch kdnnten mehrere Zelllinien je zellularem Hintergrund zu
einer allgemeingultigen Aussage je Entitat fihren.

Weiterhin muss aber unabhangig von der Anzahl der genutzten Zelllinien auch bedacht

werden, dass Zelllinienmodelle stets ein artifizielles System darstellen, da es sich um
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immortale Zellen handelt, die unter kinstlichen Bedingungen am Leben erhalten werden und
demnach nie die reellen Bedingungen im Korper von Patienten widerspiegeln. Dies wird
beispielsweise deutlich durch fehlende Analyse der Vaskularisierung, Metastasierung oder
des Tumormikromilieus. Zudem kann es durch lange Kultivierung zu Subklonierung mit neuen
akquirierten Mutationen kommen, weshalb langanhaltende durchgangige Zellkultur in der
vorgelegten Arbeit nach Mdglichkeit vermieden wurde. Aufgrund des artifiziellen Charakters
der Methode sollten aber alle im Zelllinienmodell durchgefiihrten Arbeiten mittels in vivo

Modellen oder in primaren Proben von Patiententumormaterial verifiziert werden.
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Anhang

Tabellen

Anhang

Tabelle 21 Chromosomenabschnitte und korrespondierende Gene der zielgerichteten
Sequenzierung. Die Chromosomenabschnitte beziehen sich auf hg19 (National Center of
Biotechnology Information (NCBI) 1988; Sayers et al. 2022). Mit ,* markierte Abschnitte sind vom
Nutzer bestimmt (,userdefined").

Chr. | Chromsomenabschnitt Korrespondierendes Zielgen

11 108128172-108128321 ATM_RS34231402

2 25467375-25467524 COSM87002_DNMT3A_13

8 145999367-145999516 ZNF34_

11 108236012-108236162 COSM21642_ATM_14; COSM21626_ATM_16

6 32188153-32188302 NOTCH4

11 5510350-5510499 OR52D1_RS35986511|RS370608634

8 145999543-145999692 ZNF34_RS3830702

2 88913199-88913348 COSM3736268 EIF2AK3_10

20 126082-126231 DEFB126_RS200807952|RS397788846|RS11467497

10 70426780-70426929 TET1

2 25463467-25463616 COSM87011_DNMT3A_15

10 21435267-21435416 C100RF113_RS45546236|RS72102767

9 107361105-107361254 OR13C5_RS202235686

11 108114719-108114868 ATM_RS147915571

9 139417390-139417539 COSM1624742_NOTCH1_24

7 25266496-25266645 NPVF_RS3216928

2 169851857-169852006 ABCB11

9 139399270-139399497 COSM12771_NOTCH1_39

15 60734623-60734772 NARG2_RS1063100

2 169850262-169850411 ABCB11

10 70404759-70404908 TET1_RS376078561

15 60740111-60740272 NARG2

9 139413023-139413286 COSMA163569_NOTCH1_33;
COSM4163567_NOTCH1_29

12 109017577-109017726 SELPLG_RS63748999|RS372173288

1 150198966.150199154 ANP32E_RS56692627|RS68136184;
ANP32E_RS375209062

2 25457168-25457318 COSM52944 DNMT3A_459

152748963-152749112

LCE1F_RS149277953

VI




Anhang

9 139397694-139397843 COSM13048_NOTCH1_33

11 | 108175388-108175537 COSM41596_ATM_20

15 | 60720745-60720894 NARG2_RS117095293

8 | 8869052-8869201 ERI1_RS138826421

9 139402640-139402789 NOTCH1

4 140641011-140641160 MAML3
COSM12776_NOTCH1_11;

9 139390610-139390948 COSM13061_NOTCH1_10;
COSM28669_NOTCH1_10

11 | 56380473-56380622 OR5M1_RS71931749|RS72003051

9 139396755-139396904 NOTCH1

2 | 25463212-25463361 COSM133737_DNMT3A_11

15 | 60758831-60758980 NARG2_RS141469235

4 140812011-140812160 MAML3

6 | 32188566-32188715 COSM4003969_NOTCH4_14

8 | 8887469-8887618 ERI1_RS66532380|RS140242735

19 | 55286695-55286943 KIR2DL1_RS111799279

19 | 55290034-55290183 KIR2DL1_RS75232650

11 | 108117724-108117874 COSM21323_ATM_20; COSM21301_ATM_12

10 | 70405708-70405857 TET1_RS377753307

2 169788856-169789005 ABCB11_RS200174512

19 | 55295141-55295290 KIR2DL1_RS201644346

s | 75786101.75786430 ZNF717_RS144353922; ZNF717_RS148347794;
ZNF717; ZNF717_RS80256387

17 | 30074245.36274507 KRTAP4-11_RS199712484; KRTAP4-11_RS425784;
KRTAP4-11

11 | 108123555-108123704 ATM_RS148191382

3 | 75786919-75787202 ZNF717_RS149887072

19 | 55284713-55285157 KIR2DL1_RS200323121

3 | 75787384-75787533 ZNF717_RS199620349

o | s0497836.50408003 HLA-DRB5_RS146966122; HLA-DRB5_RS72508462;
HLA-DRB5_RS73727923

X | 55172511-55172754 FAM104B

19 | 55282292-55282346 KIR2DL1_CDS_16889200 *

10 | 29770504-29770667 SVIL_CDS_16697922 *

3 | 47084042-47084200 SETD2_CDS_16964151 *




Anhang

9 133759347-133761077 ABL1_CDS_17103692 *

6 157519936-157520051 ARID1B_REGION"_CDS_17046308 *
10 29775005-29775496 SVIL

1 117146237-117146657 IGSF3_CDS_16673056 *

10 29783834-29784120 SVIL

10 29843703-29843997 SVIL

1 152187926-152188124 HRNR_HS3

3 47155357-47155504 SETD2_CDS_16961943

1 179198367-179198542 ABL2_CDS_16687876 *

12 123892031-123892257 SETD8_CDS_16771636 *

10 29839517-29840202 SVIL_CDS_16700276 *

10 29779767-29779958 SVIL_CDS_16701459 *

3 47129594-47129747 SETD2_CDS_16966927 *

22 41566401-41566585 EP300_HAT+ZF_CDS_16951776 *
3 47103644-47103846 SETD2_CDS_16962883 *

1 117149105-117149183 IGSF3_CDS_16676733 *

10 29820922-29821111 SVIL_CDS_16697607 *

19 55290055-55290124 KIR2DL1_CDS_16890656 *

10 29821449-29822397 SVIL_CDS_16698875 *

5 176023803-176026845 GPRIN1_CDS_17021316 *

6 157527292-157529032 ARID1B_REGION"_CDS_17048110 *
4 106155035-106158508 TET2_HS1

1 120457923-120459327 NOTCH2_25-34"_CDS_16674063 *
10 29801655-29801800 SVIL_CDS_16697515 *

1 117131307-117131736 IGSF3_CDS_16674931 *

19 4511727-4511761 PLIN4_HS3 *

3 47142939-47143055 SETD2_CDS_16965805 *

1 152186680-152186714 HRNR_HS1 *

9 133738141-133738432 ABL1_CDS_17103871 *

X 55187289-55187599 FAM104B

10 29747170-29747528 SVIL

19 55284776-55285094 KIR2DL1_CDS_16888035 *

10 29754515-29754689 SVIL_CDS_16696961 *

19 55286608-55286920 KIR2DL1_CDS_16889502 *

X 135961167-135961596 RBMX

X 135957236-135957754 RBMX




Anhang

19 55294929-55295272 KIR2DLA1

1 14104904-14109336 PRDM2_EX8"_CDS_16650756 *

1 117142554-117142977 IGSF3_CDS_16673939 *

1 179112059-179112189 ABL2_CDS_16686144 *

1 120611939-120612030 NOTCH2_1-2_CDS_16674601 *

1 117158693-117159089 IGSF3_CDS_16675417 *

6 157517290-157517459 ARID1B_REGION"_CDS_17047082 *
X 55185546-55185671 FAM104B

1 120572520-120572620 NOTCH2_1-2_CDS_16677165 *

4 106196196-106197683 TET2_HS9_CDS_17000041 *

19 55294365-55294485 KIR2DL1_CDS_16891140 *

17 21216795-21216859 MAP2K3"_CDS_16838912 *

1 117150555-117150963 IGSF3_CDS_16678259 *

3 47087968-47088121 SETD2_CDS_16963481 *

X 135958653-135958824 RBMX_CDS_17123518 *

3 47147478-47147620 SETD2_CDS_16963076 *

3 47161663-47166048 SETD2_CDS_16964856 *

6 157502094-157502322 ARID1B_REGION"_CDS_17045086 *
12 122361701-122361718 WDR66_HS1 *

1 152192005-152192234 HRNR_HS5

X 100542457-100542543 TAF7L

22 41533648-41533804 EP300_KIX_CDS_16955162 *

1 179090721-179091012 ABL2_CDS_16684792 *

X 100547769-100548043 TAF7L_CDS_17117484 *

10 29776083-29776238 SVIL_CDS_16697485 *

1 152187535-152187569 HRNR_HS2 *

16 3795269-3795330 CREBBP_HAT+_CDS_16814483 *
17 7576531-7577165 TP53_EX4-11

17 40475013-40475094 STAT3_HSATSH-DOMAIN_CDS_16843077 *
17 76808933-76809093 USP36_CDS_16853643 *

3 47079147-47079277 SETD2_CDS_16965910 *

4 106193722-106194075 TET2_EX10 *

15 90631816-90631945 IDH2_EX4_HS *

10 29820174-29820227 SVIL_CDS_16697441 *

10 29812371-29812966 SVIL_CDS_16698612 *

7 148508708-148508800 EZH2_SET_HS_CDS_17068617 *

Xl




Anhang

17 | 21202181-21202248 MAP2K3"_CDS_16834972 *

X | 100533973-100534033 TAF7L_CDS_17116489 *

1 152192595-152192629 HRNR_HS8 *

5 | 149516562-149516620 PDGFRB_CDS_17025722 *

22 | 41565498-41565630 EP300_HAT+ZF_CDS_16952469 *

16 | 3820562-3820950 CREBBP_REGION2_CDS_16811697 *

22 | 41550990-41551127 EP300_BROMO_CDS_16952277 *

5 | 149502596-149502774 PDGFRB_CDS_17025397 *

14 | 93117918-93119430 RIN3_EX6_CDS_16789971 *

9 | 133710825-133710922 ABL1_CDS_17103350 *

17 | 76803032-76803728 USP36_CDS_16852626 *

4 | 55140999-55141150 PDGFRA_REGION_CDS_16990666 *

7 | 2565869-2566053 LFNG_CDS_17049370 *

5 | 149504999-149505150 PDGFRB_CDS_17021329 *

X | 135956295-135956621 RBMX_CDS_17122101 *

3 | 47158104-47158254 SETD2_CDS_16966523 *

9 | 5044388-5044422 JAK2_HS R122*

15 | 75094663-75094710 CSK_REGION_CDS_16809498 *

16 | 3788551-3788683 CREBBP_HAT+_CDS_16812182 *

5 | 149499566-149499696 PDGFRB_CDS_17021792 *
120462843-120463030 NOTCH2_25-34"_CDS_16675218 *

12 | 122359203-122359599 WDR66_EX2_CDS_16772330 *

7 | 148506420-148506492 EZH2_SET_HS_CDS_17069331 *

6 | 157099381-157099415 ARID1B_HS *

5 | 149504281-149504404 PDGFRB_CDS_17021996 *

17 | 76818010-76818096 USP36_CDS_16851930 *

10 | 29773576-29773770 SVIL_CDS_16699414 *

12 | 123875168-123875343 SETD8_CDS_16768907 *

17 | 21188224-21188291 MAP2K3"_CDS_16840750 *

12 | 25380216-25380300 KRAS_HS2

17 | 76798397-76798627 USP36_CDS_16855951 *

4 | 106190748-106190904 TET2_HS7

10 | 29813392-29813654 SVIL_CDS_16696964 *

1 179081435-179081543 ABL2_CDS_16687078 *

22 | 41547921-41548364 EP300_BROMO

9 | 5072532-5072566 JAK2_HS_G571*

Xl




Anhang

19 4511251-4511285 PLIN4_HS2 *

9 133589698-133589852 ABL1_CDS_17103793 *

1 120464327-120464442 NOTCH2_25-34"_CDS_16677932 *
5 149506074-149506187 PDGFRB_CDS_17024957 *

1 117127258-117127684 IGSF3_CDS_16673179 *

10 29759196-29759422 SVIL_CDS_16699828 *

17 21208354-21208450 MAP2K3"_CDS_16835898 *

12 122380806-122380860 WDRG66_HS2 *

17 40483481-40483515 STAT3_HS_K365 *

12 123873971-123874111 SETD8_CDS_16771521 *

16 3778651-3779010 CREBBP_REGION4_CDS_16815042 *
5 149512304-149512515 PDGFRB_CDS_17024400 *

22 41569618-41569798 EP300_HAT+ZF_CDS_16951526 *
19 55281294-55281346 KIR2DL1_CDS_16889571 *

9 133729442-133729634 ABL1_CDS_17107150 *

1 120466251-120466617 NOTCH2_25-34"_CDS_16676533 *
5 149514304-149514589 PDGFRB_CDS_17021690 *

5 149511533-149511667 PDGFRB_CDS_17024826 *

12 25398192-25398340 KRAS_HS1 *

4 55595492-55595661 KIT_REGION_CDS_16994359 *

1 179079408-179079600 ABL2_CDS_16684884 *

16 3781361-3781484 CREBBP_HAT+_CDS_16812201 *
5 149500442-149500895 PDGFRB

10 29811330-29811574 SVIL_CDS_16701228 *

6 157469749-157470095 ARID1B_REGION"_CDS_17046923 *
X 100536699-100536773 TAF7L_CDS_17114375 *

17 40354377-40354467 STAT5B_HS2_KORR *

12 123868737-123868765 SETD8_CDS_16771743 *

1 65310428-65310582 JAK1_CDS_16671565 *

16 3828098-3828193 CREBBP_KIX_CDS_16816073 *

X 100533028-100533119 TAF7L_CDS_17113892 *

3 47061241-47061340 SETD2_CDS_16965050 *

4 55599227-55599368 KIT_REGION_CDS_16995847 *

4 106162477-106162586 TET2_HS2

1 120460279-120460395 NOTCH2_25-34"_CDS_16674996 *
17 21207729-21207875 MAP2K3"_CDS_16837445 *

Xl




Anhang

1 120461926-120462246 NOTCH2_25-34"_CDS_16674028 *

1 52306045-52306084 NRD1_HS_CDS_16663179 *

3 47058577-47058754 SETD2_CDS_16964489 *

4 55153588-55153718 PDGFRA_REGION_CDS_16992315 *
3 47059119-47059239 SETD2_CDS_16963407 *

9 133755878-133756061 ABL1_CDS_17107597 *

X 100537306-100537451 TAF7L_CDS_17116127 *

3 47144827-47144923 SETD2_CDS_16962763 *

6 116263700-116263734 FRK_HS *

17 76810485-76810644 USP36_CDS_16852263 *

16 3819166-3819364 CREBBP_REGION2_CDS_16815080 *
1 179087713-179087909 ABL2_CDS_16687386 *

X 135954448-135954514 RBMX_CDS_17123104 *

1 65306919-65307294 JAK1

10 29815881-29815995 SVIL_CDS_16697111 *

12 123889422-123889631 SETD8_CDS_16769933 *

17 7578168-7578564 TP53_EX4-11

1 179076847-179078586 ABL2

6 157510767-157510924 ARID1B_REGION"_CDS_17044570 *
9 133753793-133753964 ABL1_CDS_17105317 *

17 40474397-40474522 STAT3_HSATSH-DOMAIN_CDS_16841075 *
5 149499021-149499139 PDGFRB_CDS_17020089 *

10 29777521-29777695 SVIL_CDS_16695979 *

16 3786642-3786826 CREBBP_HAT+_CDS_16814614 *

4 55592166-55592226 KIT_REGION

19 4513441-4513475 PLIN4_HS4 *

17 21205446-21205581 MAP2K3"_CDS_16838501 *

3 50293634-50293762 GNAI2_HOT_CDS_16964716 *

6 157222501-157222669 ARID1B_REGION"_CDS_17045175 *
22 41572768-41572880 EP300_HAT+ZF_CDS_16953917 *

7 2559487-2559937 LFNG_CDS_17049365 *

9 133748238-133748434 ABL1_CDS_17106371 *

3 47139436-47139581 SETD2_CDS_16965239 *

17 76814740-76814870 USP36_CDS_16857195 *

17 40359663-40359759 STAT5B_HS_N642_KORR *

7 2566771-2566853 LFNG_CDS_17049372 *

X1V




Anhang

4 106180757-106180926 TET2_HS5

17 | 76817064-76817153 USP36_CDS_16857686 *

17 | 7577490-7577618 TP53_EX4-11_CDS_16837290 *

4 | 55151529-55151663 PDGFRA_REGION_CDS_16994058 *
17 | 76824970-76825099 USP36_CDS_16855198 *

17 | 76794496-76794643 USP36_CDS_16852037 *

7 | 2564320-2564387 LFNG_CDS_17049366 *

1 179079934-179079990 ABL2_CDS_16686418 *

22 | 41574239-41574358 EP300_REGION4 *

22 | 41568494-41568677 EP300_HAT+ZF_CDS_16954893 *

6 157256591-157256720 ARID1B_REGION"_CDS_17048158 *
19 | 17943448-17943669 JAK3_REGION2

6 157505356-157505579 ARID1B_REGION"_CDS_17044859 *
17 | 7573941-7574043 TP53_EX4-11_CDS_16835833 *

16 | 3831196-3831246 CREBBP_KIX_CDS_16816703 *

4 106182897-106183008 TET2_HS6

16 | 3900761-3900830 CREBBP_HS_AS100 *

1 120464850-120465411 NOTCH2_25-34"

X | 150348234-150349916 GPR50_CDS_17121574 *

10 | 29819527-29819607 SVIL_CDS_16700094 *

4 | 55597485-55597595 KIT_REGION_CDS_16994606 *

1 179089316-179089419 ABL2_CDS_16688694 *

10 | 29760058-29760182 SVIL_CDS_16696430 *

6 157454153-157454351 ARID1B_REGION"_CDS_17045569 *
4 | 55139739-55139907 PDGFRA_REGION_CDS_16991036 *
14 | 93154262-93154604 RIN3_EX10_CDS_16787106 *

10 | 29756662-29756814 SVIL_CDS_16699119 *

1 179084004-179084175 ABL2_CDS_16683724 *

17 | 21215445-21215603 MAP2K3"_CDS_16834955 *

9 133750246-133750449 ABL1_CDS_17106231*

12 | 123880883-123880989 SETD8_CDS_16769335 *

12 | 25378539-25378717 KRAS_HS4

6 157431597-157431705 ARID1B_REGION"_CDS_17045188 *
6 157495133-157495261 ARID1B_REGION"_CDS_17047333 *
1 65311187-65311333 JAK1_CDS_16670263 *

5 149501434-149501613 PDGFRB_CDS_17025232 *

XV




Anhang

17 7579311-7579592 TP53_EX4_NEW_TRSCRPT *

16 3794886-3794972 CREBBP_HAT+_CDS_16813112 *

16 3781768-3781948 CREBBP_HAT+_CDS_16813369 *

5 56177841-56177859 MAK3K1_HS2 *

22 41572242-41572542 EP300_HAT+ZF_CDS_16952126 *

4 55146474-55146659 PDGFRA_REGION_CDS_16993216 *
X 150345185-150345390 GPR50_CDS_17121871 *

1 65309738-65309908 JAK1_CDS_16671956 *

1 23219430-23219464 EPHB2_HS *

10 29782134-29782330 SVIL_CDS_16699108 *

1 179100437-179100626 ABL2_CDS_16689004 *

4 55593980-55594297 KIT_REGION

17 21203848-21203980 MAP2K3"_CDS_16840268 *

17 76831353-76831593 USP36_CDS_16855316 *

4 55143546-55143669 PDGFRA_REGION_CDS_16991933 *
5 149498301-149498425 PDGFRB_CDS_17021128 *

16 3808891-3808983 CREBBP_REGION2_CDS_16811030 *
1 120467919-120468443 NOTCH2_25-34"_CDS_16675016 *

3 49399920-49400069 RHOA_REGION_CDS_16962699 *

X 100532585-100532717 TAF7L_CDS_17118026 *

X 55170206-55170318 FAM104B_CDS_17119563 *

1 117208897-117208958 IGSF3_CDS_16674631 *

7 2566461-2566565 LFNG_CDS_17049371 *

6 157192739-157192796 ARID1B_REGION"_CDS_17047283 *
9 5078333-5078367 JAK2_HS_R683 *

7 2558179-2558242 LFNG_CDS_17049364 *

3 49397636-49397825 RHOA_REGION_CDS_16963511 *
16 3830724-3830889 CREBBP_KIX_CDS_16816499 *

6 157511163-157511354 ARID1B_REGION"_CDS_17045064 *
17 76795740-76795860 USP36_CDS_16853903 *

19 17947929-17948032 JAK3_REGION1_CDS_16876878 *

1 179086458-179086661 ABL2_CDS_16684099 *

10 29824909-29825008 SVIL_CDS_16698051 *

6 157405787-157406049 ARID1B_REGION"_CDS_17044300 *
7 2564844-2565414 LFNG

16 3789570-3789735 CREBBP_HAT+_CDS_16814314 *

XVI




Anhang

4 55144520-55144692 PDGFRA_REGION_CDS_16992876 *
22 41564469-41564881 EP300_HAT+ZF

X 100524175-100524235 TAF7L_CDS_17114705 *

15 90630701-90630710 IDH2_HS1 *

3 47168129-47168163 SETD2_CDS_16964077 *

5 149503804-149503933 PDGFRB_CDS_17021159 *

X 100530201-100530279 TAF7L_CDS_17116865 *

3 49412861-49413034 RHOA_REGION_CDS_EX2 *

10 29762758-29762928 SVIL_CDS_16701508 *

15 75094206-75094434 CSK_REGION

4 55140689-55140802 PDGFRA_REGION_CDS_16991896 *
19 17945405-17946034 JAK3_REGION1

1 179095503-179095817 ABL2_CDS_16687747 *

4 55593375-55593718 KIT_REGION

X 100541554-100541651 TAF7L_CDS_17118022 *

4 55598028-55598174 KIT_REGION_CDS_16992138 *

1 179102438-179102519 ABL2_CDS_16687850 *

7 2552280-2552345 LFNG_CDS_17049362 *

7 2568499-2568527 LFNG_CDS_17049373 *

10 29769457-29769752 SVIL_CDS_16699232 *

9 5073741-5073775 JAK2_HS_V617 *

5 149497172-149497423 PDGFRB_CDS_17025802 *

3 47098302-47098990 SETD2_CDS_16963600 *

4 55603332-55603444 KIT_REGION_CDS_16991400 *
4 119951793-119951832 SYNPO2_HS2_CDS_16999437 *
3 47127676-47127814 SETD2_CDS_16961277 *

16 3817712-3817920 CREBBP_REGION2_CDS_16811560 *
5 56170920-56170939 MAP3K1_HS_CDS_17013021 *
17 21217450-21217549 MAP2K3"_CDS_16836102 *

1 117122005-117122509 IGSF3_CDS_16675608 *

3 47125201-47125882 SETD2_CDS_16962331 *

17 76816003-76816104 USP36_CDS_16854938 *

4 55602655-55602996 KIT_REGION

10 29788036-29788202 SVIL_CDS_16700792 *

17 21204177-21204315 MAP2K3"_CDS_16836077 *

19 17948732-17949193 JAK3_REGION1

XVl




Anhang

4 | 55144054-55144183 PDGFRA_REGION_CDS_16992841 *

1 65312323-65312420 JAK1_CDS_16668896 *

17 | 21206486-21206556 MAP2K3"_CDS_16836251 *

19 | 4511018-4511052 PLINA_HST*

6 157524991-157525140 ARID1B_REGION"_CDS_17047133 *

5 149510093-149510235 PDGFRB_CDS_17023766 *

5 149495320-149495519 PDGFRB_CDS_17021467 *

4 106164708-106164935 TET2_HS4

22 | 41537043-41537210 EP300_KIX_CDS_16950863 *

5 149509311-149509541 PDGFRB_CDS_17020065 *

1 32741512-32741634 LCK_HS_CDS_16661354 *

5 149513140-149513581 PDGFRB

7 148507416-148507516 EZH2_SET_HS_CDS_17069309 *

17 | 76823318-76823439 USP36_CDS_16852523 *

2 | 231861014-231861048 SPATA3_HS *

3 | 47108551-47108618 SETD2_CDS_16966428 *

12 | 14720545-14720565 PLBD1_HS_CDS_16745706 *

9 133730179-133730493 ABL1_CDS_17105883 *
117156378-117156807 IGSF3_CDS_16676162 *

8 128750496-128750530 MYC_HS *

16 | 3828692-3828828 CREBBP_KIX_CDS_16811217 *

4 106163972-106164084 TET2_HS3

12 | 123879585-123879823 SETD8_CDS_16771075 *

3 | 49405862-49405981 RHOA_REGION_CDS_16966443_CORRECTION *

19 | 17946724-17946870 JAK3_REGION1_CDS_16877020 *

X | 135960065-135960255 RBMX_CDS_17121102 *

17 | 21201716-21201801 MAP2K3

1 117119928-117120194 IGSF3_CDS_16676144 *

22 | 41553164-41553370 EP300_BROMO_CDS_16955413 *

1 65305371-65305488 JAK1_CDS_16672003

X | 100538429-100538581 TAF7L_CDS_17119147 *

1 120461020-120461186 NOTCH2_25-34"_CDS_16672807 *

22 | 41536135-41536271 EP300_KIX_CDS_16954772 *

3 | 97202768-97202802 EPHA6_HS *

17 | 76802229-76802378 USP36_CDS_16854895 *

X | 100530979-100531526 TAF7L

XVII




Anhang

12 123888111-123888189 SETD8_CDS_16772629 *

6 157521830-157522632 ARID1B_REGION"_CDS_17045543 *
4 55154957-55155259 PDGFRA_REGION

17 76794981-76795115 USP36_CDS_16856133 *

10 29818625-29818783 SVIL_CDS_16697625 *

10 29751197-29751340 SVIL_CDS_16698358 *

6 157150471-157150565 ARID1B_REGION"_CDS_17047483 *
7 2552782-2552972 LFNG_CDS_17049363 *

5 149515109-149515451 PDGFRB_CDS_17022591 *

9 133755446-133755554 ABL1_CDS_17106207 *

6 157488165-157488329 ARID1B_REGION"_CDS_17047818 *
9 133747507-133747610 ABL1_CDS_17107620 *

16 3790391-3790560 CREBBP_HAT+_CDS_16814332 *

4 55151999-55152140 PDGFRA_REGION_CDS_16992759 *
10 29752412-29752574 SVIL_CDS_16696478 *

3 47205335-47205424 SETD2_CDS_16964510 *

17 76799458-76800070 USP36_CDS_16855923 *

17 76832184-76832455 USP36_CDS_16855744 *

16 3786028-3786214 CREBBP_HAT+_CDS_16810942 *

4 119947943-119947982 SYNPO2-HS1_CDS_16999678 *

17 76809846-76809965 USP36_CDS_16853437 *

Tabelle 22 Mutations- und Expressionsanalyse der genutzten Zelllinien. Mutationsdaten wurden
von Cosmic (03.06.2022) fur Jurkat, Loucy, HH, SR786 und Daudi, von CCLE (20.09.2022) flr
SUPT11, DERL2 und HelLa sowie von Morin et al. und Wright et al. fir OciLy1 bezogen (Morin et al.
2013; Wright et al. 2020; Tate et al. 2019; Barretina et al. 2012). Da die Zelllinie HelLa als

Bezugszelllinie der Expressionsanalyse auf mRNA-Ebene

(kursives Gensymbol) und auf

Proteinebene (rectes Gensymbol) verwendet wurde, konnte diese auf mRNA-Ebene nicht und auf
Proteinebene nur qualitativ analysiert werden.

Hintergrund Jurkat SUPT11 Loucy
T-Zellen, pra-thymisch Kortikale T-ALL ETP-ALL ETP-ALL
SETD2 wt wt wit
0,63-fach 1,68-fach 1,33-fach
SETD2
SETD2 (p =0,032) (p = 0,003) (p =0,310)
1,23-fach 1,75-fach 2,05-fach
H3K36me3
(p =0,3095) (p =0,027) (p=0,112)
JAK1 wt wt wt
JAK/STAT
JAK?2 wt wt wt
Signalweg
JAK3 K885E wt wt

XIX




Anhang

TYK2 L242L wt wt
STAT1 wt wt wt
STAT2 wt wt wt
STAT3 L78F; R729FS wit wt
STAT4 wt wi wt
STAT5A L303L; Q368FS wit wt
STAT5B L142P; T724M wt wt
STAT6 Q171FS wt wt
EZH1 R557H wt wt
1,58-fach 2,04-fach 1,53-fach
EZH1
(p = 0,060) (p =0,056) (p =0,070)
0,39-fach 0,49-fach 0,16-fach
EZH1
(p=0,044) (p =0,032) (p = 0,00007)
EZH? wt wi wt
1,72-fach 2,96-fach 0,003-fach
EZH2
PRC2 (p=0,154) (p =0,027) (p < 0,000001)
Komplex 7,31-fach 3,12-fach
EZH2 keine Expression
(p = 0,005) (p=0,219)
2,33-fach 0,90-fach keine
H3K27me3
(p=0,418) (p =0,867) Trimethylierung
EED wt wi wt
R516H;
SUz12 wt wt
Q737TFS*20
RBBP4 A294T wit wt
TP53 R196* R213* V272M
CDKN1A wt wt wt
DNA
ATM wt wi wt
Reparatur
ATR 11264M; R1631H wit wt
MDM?2 wt wt wt
SRC wt wi wt
NRAS wt wit wt
NRAS1 wt wit wt
Ras/Raf
RAF1 A237T wit wt
ARAF wt A475P wt
BRAF A728V wt wt
CASP2 wt wt wt

XX



Anhang

CASP3 E190D wit wt
CASP6 wt wt wt
CASP7 wt wt wt
CASPS8 L107R wt wt
CASP9 wt wt wit
CASP10 V33SFS*12 wit wt
Verhindern
R166W; Q293*;
der Apoptose | LMNA wit wt
R388H; R482Q
LMNB1 wt wt wt
LMNB2 wt wt wt
ICAD wt wt wt
PARP1 wt wit wt
PAK2 S508N wit S508N
ABCG1 V174M; D587N wt wt
ABCG?2 wt wit wt
ABCB1 wt wt wt
ABCC1 wt wt wt
ABC ABCC2 H823Y wt wt
Transporter ABCC3 Q614RFS*34 wit wit
ABCC4 wt wit wt
ABCC5 wt wit wt
ABCC6 wt wit wt
ABCC10 wt wt wt
SREBF1 wt wt wt
SREBF E328KFS*26;
SREBF2 wi wt
R896C
Hintergrund DERL2 HH SR786
T-Zellen, post-thymisch HSTCL CTCL ALK+ ALCL
SETD2 wt wit wt
0,72-fach 0,22-fach 0,47-fach
SETD2
SETD2 (p =0,087) (p = 0,00002) (p=0,011)
2,38-fach 1,83-fach 1,17-fach
H3K36me3
(p =0,007) (p=0,175) (p=0,018)
JAK1 wt wt wt
JAK/STAT
JAKZ2 wt wt wt
Signalweg
JAK3 wt wt wt
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TYK2 wt wt wt
STAT1 wt wt wt
STAT2 wt wt wt
STAT3 wt wi wt
STAT4 wt wi wt
STAT5A wt wi wt
STAT5B N642H wt wt
STAT6 wt wt wt
EZH1 wt wt wt
1,84-fach 0,55-fach 0,93-fach
EZH1
(p =0,086) (p = 0,0002) (p=0,47)
0,11-fach 1,22-fach 0,112-fach
EZH1
(p = 0,000003) (p=0,571) (p = 0,00004)
EZH? wt wi wt
3,50-fach 0,68-fach 0,96-fach
PRC2 EZH2
(p =0,007) (p=0,078) (p=0,883)
Komplex
4,53-fach 4 74-fach 8,03-fach
EZH2
(p =0,009) (p = 0,00008) (p =0,033)
keine 3,41-fach 1,98-fach
H3K27me3
Trimethylierung (p =0,354) (p =0,038)
EED wt wi wt
SUzZ12 wt wi wt
RBBP4 wt wi wt
TP53 wt wt P152L
CDKN1A wt wt wt
DNA
ATM wt wi wt
Reparatur
ATR wt wi wt
MDM?2 wt wt wt
SRC wt wi wt
NRAS wt wi wt
NRAS1 wt wi wt
Ras/Raf
RAF1 wt wi wt
ARAF wt wi wt
BRAF wt wi wt
Verhindern CASP2 wt wit wit
der Apoptose | CASP3 wit wit wit
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CASP6 wt wt wt
CASP7 wt wt wt
CASP8 wt wt wt
CASP9 wt wt wt
CASP10 wt wt wt
LMNA wt wt wit
LMNB1 wt wt wit
LMNB2 wt wt wt
ICAD wt wt wt
PARP1 wt wt wt
PAK2 wt wt wt
ABCG1 wt wt wt
ABCG2 wt wt wt
ABCB1 wt wt wt
ABCC1 wt wt wt
ABC ABCC2 wt wt wt
Transporter ABCC3 wit wit wit
ABCC4 wt wt wt
ABCC5 wt wt wt
ABCC6 wt wt wt
ABCC10 wt wt wt
SREBF SREBF1 wt wt wt
SREBF2 wt D582N; P870R wi
Hintergrund Oci-Ly1 Daudi
B-Zellen, reifzellig GC-DLBCL Burkitt Lymphoma
SETD2 [1792M wt
SETD2 SETD2 1,11-fach (p = 0,373) 1,04-fach (p = 0,815)
H3K36me3 | 1,00-fach (p = 0,990) 1,44-fach (p = 0,164)
JAK1 wit wt
JAK2 wt wt
JAK3 wt wt
JAK/STAT TYK2 wt wit
Signalweg STAT1 wit wt
STAT2 wt wt
STAT3 wt wt
STAT4 wt wt
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STAT5A wt wt
STAT5B wt V46l
STAT6 G375R wit
EZH1 wt wt
EZH1 4,28-fach (p = 0,007) 1,97-fach (p = 0,029)
EZH1 0,235-fach (p = 0,0007) 0,282-fach (p = 0,0004)
EZH2 Y641N wt
PRC2 EZH2 2,20-fach (p = 0,014) 1,55-fach (p = 0,022)
Komplex EZH2 6,83-fach (p = 0,129) 11,91-fach (p = 0,095)
H3K27me3 | 11,28-fach (p = 0,152) 3,61-fach (p = 0,047)
EED wt wt
SUZ12 wt wt
RBBP4 wt wt
TP53 R158H G266E
DNA CDKN1A wt wt
Reparatur ATM W w
ATR wt F2427L
MDM2 wt wt
SRC wt wt
NRAS wt wt
Ras/Raf NRAS1 wt wt
RAF1 wt wt
ARAF wt wt
BRAF wt wt
CASP2 wt wt
CASP3 wt wt
CASP6 wt wt
CASP7 wt wt
CASPS8 wt wt
Verhindern CASP9 wt wit
der Apoptose | CASP10 wit wt
LMNA wt wt
LMNB1 wt wt
LMNB2 wt wt
ICAD wt wt
PARP1 wt wt
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PAK2 wt wt
ABCG1 wt wt
ABCG2 wt wt
ABCB1 wt wt
ABCC1 wt wt
ABC ABCC2 wt wt
Transporter ABCC3 wt wit
ABCC4 E936Q wit
ABCC5 wt V476F; S523T
ABCC6 wt wt
ABCC10 wt wt
SREBF SREBF1 wt wt
SREBF2 wt wt
Hintergrund Caki2 HelLa
Epithelzellen arzelliges Zervixkarzinom
Nierenzellkarzinom
SETD2 wt wt
SETD2 SETD2 0,81-fach (p = 0,534) keine Bezugszelllinie
H3K36me3 | 0,356-fach (p = 0,0003) exprimiert
JAK1 wit wt
JAKZ2 wit wt
JAK3 wit wt
TYK2 wt wt
JAK/STAT STAT1 wt wt
Signalweg STAT2 wt wt
STAT3 wt wt
STAT4 wt wt
STAT5A wt wt
STATSB wt wt
STAT6 wt wt
EZH1 wt wt
EZH1 1,94-fach (p = 0,061) keine Bezugszelllinie
PRC2 EZH1 nicht analysiert exprimiert
Komplex EZH?2 wit wit
EZH2 2,51-fach (p = 0,040) keine Bezugszelllinie
EZH2

nicht analysiert

exprimiert
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H3K27me3

nicht analysiert

exprimiert

EED

A192P

wt

SuUz12

wt

wt

RBBP4

wt

wt

DNA

Reparatur

TP53

wt

wt

CDKN1A

wt

wt

ATM

wt

wt

ATR

wt

wt

MDM2

wt

wt

Ras/Raf

SRC

wt

F32S

NRAS

wt

wt

NRAS1

wt

wt

RAF1

wt

wt

ARAF

wt

wt

BRAF

wt

wt

Verhindern

der Apoptose

CASP2

wt

wt

CASP3

wt

wt

CASP6

wt

wt

CASP7

wt

wt

CASP8

wt

wt

CASP9

wt

wt

CASP10

wt

wt

LMNA

wt

wt

LMNB1

wt

wt

LMNB2

wt

wt

ICAD

wt

wt

PARP1

wt

wt

PAK2

wt

wt

ABC

Transporter

ABCG1

wt

wt

ABCG2

wt

wt

ABCB1

wt

wt

ABCC1

wt

wt

ABCC2

wt

wt

ABCC3

W347R

wt

ABCC4

wt

wt

ABCCS

wt

wt
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ABCC6 wt wt
ABCC10 wt wt
SREBF1 wt wt
SREBF SREBF2 wt wt
VHL R177* wt
Hypoxie HIF1a wt wit
HIF2a wit wt

Tabelle 23 Signifikant regulierte Gene der RNA Sequenzierung unter GSK126 im Vergleich zu
Oxaliplatin behandelten Zellen. Es wurde der Mittelwert der vier Zelllinien Jurkat, Loucy, HH und
DERL2 berechnet, n=2 je Zelllinie. Der Grenzwert wurde mit p-Wert <0,05 festgelegt. Gene, die im
weiteren Verlauf analysiert wurden, sind rot markiert.

Reg. | Gensymbol Basis logz (Fold Change) p-Wert adj. p-Wert
Mittelwert (x107?) (x10®)
1 GNAZ 100,90 0,89 0,0002 0,0080
1 MAT1A 16,70 0,87 0,0830 0,8517
1 SNX9 175,99 0,86 0,0034 0,0865
1 MLXIPL 18,06 0,86 0,0322 0,4256
1 CEBPA 18,48 0,85 0,0201 0,3101
1 CLMN 177,95 0,84 0,0306 0,4256
1 TFCP2L1 24,42 0,78 0,6347 3,1083
1 ZDHHC11B | 22,09 0,76 0,6418 3,1083
1 EGFL7 43,76 0,75 0,0958 0,9318
1 NRARP 84,25 0,74 1,0660 4,4542
1 NUDT11 109,63 0,72 1,1952 4,5261
1 IGSF9 13,62 0,71 1,2002 4,5261
1 TMEM98 35,65 0,71 2,8613 8,1308
1 FNDC10 88,89 0,70 0,1416 1,2697
1 REEP1 19,45 0,70 4,1887 9,7972
1 MET 59,62 0,69 5,8185 12,5017
1 MYCL 42,85 0,69 0,5535 3,0993
1 ARFGEF3 197,42 0,69 2,9004 8,1308
1 PDEY9A 82,41 0,69 6,3535 13,0445
1 RALGPS2 252,26 0,68 3,0066 8,2752
1 C1QL1 35,84 0,68 6,9354 13,4896
1 AIF1L 171,52 0,67 0,1443 1,2697
1 TLL2 16,46 0,67 12,7387 19,1370
1 OGDHL 109,43 0,66 2,5254 7,6597
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1 TEX15 198,65 0,66 3,4086 8,9978
1 PLXND1 916,32 0,66 3,6665 9,2808
1 TMEM132A | 105,17 0,65 2,9042 8,1308
1 SREBF1 1563,94 0,65 0,2559 1,9837
1 HRK 25,69 0,64 16,6339 22,7676
1 PPFIA4 696,53 0,64 8,0952 14,3127
1 COL27A1 381,33 0,64 3,721 9,2916
1 HAGHL 255,23 0,63 0,0465 0,5366
1 SCN5A 20,31 0,63 20,3339 26,0980
1 CLYBL 165,45 0,63 0,0650 0,7065
1 EDA 47,17 0,63 8,2570 14,3937
1 MEIS3 13,43 0,63 0,7069 3,2655
1 KCNJ11 84,13 0,63 0,0102 0,1890
1 RAB3B 23,59 0,62 31,0149 32,7449
1 ABCG2 94,93 0,62 36,0347 35,0452
1 APBB2 209,67 0,62 0,4410 2,6604
1 GNB3 122,63 0,61 0,6560 3,1083
1 BAIAP2 155,05 0,60 1,3305 4,7278
1 TERT 282,81 0,60 11,8069 18,4887
1 HES7 96,19 0,60 5,6182 12,2132
1 SERPINEZ2 756,17 0,60 20,4795 26,0980
1 ADD2 490,28 0,60 33,3925 34,0368
1 RNF157 720,15 0,60 1,1089 4,4542
1 GAD1 81,47 0,59 38,0645 36,2649
1 SELENON 221,64 0,59 21,4970 26,9089
1 FJX1 34,68 0,59 43,1087 38,7981
1 PNPLA3 16,12 0,58 49,2444 40,8044
1 IGF1R 1290,81 0,58 4,9576 11,1716
1 NPAS2 64,86 0,58 58,5319 44,3953
1 SCD 18412,24 0,58 18,5155 24,6137
! GPR35 39,84 -0,59 13,5338 19,7351
! ACTG2 1310,05 -0,61 43,2104 38,7981
! LINC00324 | 52,90 -0,62 7,2973 13,7591
! CFTR 10,31 -0,62 4,7973 11,0003
! CABCOCOT1 | 17,15 -0,63 28,1908 31,1880
! PYHIN1 148,80 -0,63 15,4078 21,7332
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! TNFSF8 285,28 -0,63 17,3852 23,6209
! LINCO1871 345,29 -0,63 28,2734 31,1880
! ACTAZ2 193,13 -0,64 13,5735 19,7351
! CHRMS5 10,42 -0,64 26,0608 30,4780
! ASS1P12 21,92 -0,64 6,7207 13,3533
! TRAV16 9,87 -0,64 27,9425 31,1880
! PDE6G 26,01 -0,65 20,4445 26,0980
! CD82 1831,33 -0,65 1,2978 4,7055
! MYL4 26,01 -0,65 13,4834 19,7351
! SEMA4A 86,03 -0,66 0,0165 0,2765
! TNFSF4 629,47 -0,66 8,5128 14,4311
! GVINP1 1015,02 -0,68 0,0001 0,0058
! SUCNR1 38,66 -0,81 0,1748 1,4685
! TRAV17 36,18 -0,82 0,2753 1,9837

Tabelle 24 Signifikant regulierte Signalwege der RNA Sequenzierung unter GSK126 im Vergleich
zu Oxaliplatin behandelten Zellen. Es wurde der Mittelwert der vier Zelllinien Jurkat, Loucy, HH und
DERL2 berechnet, n=2 je Zelllinie. Der Grenzwert wurde mit p-Wert <0,05 festgelegt. Signalwege, die
SREBF1 enthalten, sind rot markiert.

_ p-Wert | logio (Adj. | Odds Kombinierte | Gen-
Reg. | Signalweg .
(x103) | p-Wert) Ratio r Score symbole
Liver X Receptor SREBF1,
1 WP2874 | 0,3416 | 1,8040 92,2963 | 736,7103
Pathway SCD
SREBFT1,
CEBPA,
1 Adipogenesis WP236 | 0,4819 | 1,8040 12,0989 | 92,4094 o
PNPLA3
Transcriptional
CEBPA,
1 cascade regulating | WP4211 | 0,5888 1,8040 67,1145 | 499,1545
SREBF1
adipogenesis
SREBF and miR33
SREBFT1,
0 in cholesterol and WP2011 | 0,9010 1,7442 52,7249 | 369,7050 son
lipid homeostasis
Go: ACTA2,
l muscle contraction ' 0,3291 1,4901 26,1361 | 209,5878 MYL4,
0006936
ACTG2
cellular response GO: TNFSF4,
! 0,3535 | 1,4901 85,2735 | 677,7102
to ketone 1901655 CFTR
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Striated Muscle
i ACTA2,
l Contraction WP383 0,6536 2,2220 61,5556 | 451,3880
MYL4
Pathway
Mechanoregulation
and pathology of
P i ACTA2,
l YAP/TAZ via Hippo | WP4534 | 0,9996 2,2220 49,2222 | 340,0332
ACTG2
and non-Hippo
mechanisms
SUCNR1
GPCRs, Class A
l o WP455 2,0336 2,0897 13,7050 | 84,9428 , GPR35,
Rhodopsin-like
CHRM5
Myometrial
Relaxation and ACTA2,
l WP289 10,4747 | 1,5027 14,3045 | 65,2112
Contraction MYL4
Pathways
Abbildungen
Probe 25 Probe 33
1 2 3 4 5 6 7
500 bp — -
300 bp w— -—
200 Dp -  —
- .
100 bp s L=
1 — unabhangiger Primer in Probe 25
2 — nicht funktionaler SETD2 Primer an Position hg19 chr3: 47084139 in Probe 25
3 — nicht funktionaler SETD2 Primer an Position hg19 chr3: 47084139 in Probe 25
4 — funktionaler SETD2 Primer an Position hg19 chr3: 47084139 in Probe 25
5 — unabhangiger Primer in Probe 25
6 — funktionaler SETD2 Primer an Position hg19 chr3: 47098908 in Probe 33
7 — funktionaler SETD2 Primer an Position hg19 chr3: 47098908 in Probe 33
Abbildung 37 Validierung der Funktionalitat und Spezifitit der Primer zur
Sangersequenzierung. Errechnete ProduktgréRen: Spurd4 — 232bp; Spur6 — 225 bp;

Spur 7 — 288 bp.
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Abbildung 38 Lokalisation und Art der gefundenen SETD2, JAK und STAT Mutationen in den

Zelllinien. Die Analyse wurde fir SETD2, JAK3, STATS3,

und STAT5B mittels cBioPortal Mutation

Mapper durchgefiihrt (Cerami et al. 2012; Gao et al. 2013). Im JAK7T Gen wurde keine Mutation
gefunden. Das Auftreten bekannter Mutationen mit Einfluss auf das Tumorwachstum wurde anhand
der OncoKB™ Datenbank analysiert (Chakravarty et al. 2017).

TBP Jurkat SR786 SETD2 | Jurkat SR786

SETD2 KD
#1 #3

SETD2 KD
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#1 #3
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#1 #2

mock
mock

, 200b
= 150bp 150 bp

"~ 100bp 100pp S HEE e e .

-
(8]
o
€
- o 250bp!

50 bp
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SETD2 I Jurkat SR786

SETD2 KD SETD2 KD

o -
3 3
e #1 #3 £ #1 #2
250 bp
200bp .
150bp =
100 bp NS . S

50 bp

Abbildung 39 Validierung der Funktionalitit und Spezifitit der Primer zur SETD2
Expressionsanalyse mittels qPCR. Errechnete ProdukigréRen: TBP — 243 bp; SETD2 | — 107 bp;

SETD2 Il - 97 bp.
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Abbildung 40 Biologische Replikate der basalen Expressionsanalyse auf Proteinebene.
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Abbildung 41 Biologische Replikate des SETD2 Knockdown Nachweises auf Proteinebene.
Knockdownzelllinien, die nicht weiterverwendet wurden, wurden mit ,x* beschriftet.
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Abbildung 42 Beispielhafte Darstellung der Gatingstrategie der DNA-Damage-Response.
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Abbildung 43 Biologische Replikate des SETD2 Knockdown Nachweises auf Proteinebene der

ITK- oder TEL-SYK-getriebenen Zelllinien. Knockdownzelllinien, die nicht weiterverwendet
wurden, wurden mit ,x“ beschriftet.
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Abbildung 44 Beispielhafte

Positivitat.

Darstellung der Gatingstrategie der Validierung der
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Abbildung 45 Beispielhafte Darstellung der durchflusszytometrischen Ergebnisse der

Validierung der GFP-Positivitat.
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Abbildung 46 Biologische Replikate des Nachweises der STAT5 Aktivierung ITK- oder TEL-
SYK getriebener Zelllinien. Zelllinien, die nicht weiterverwendet wurden, wurden mit ,.x“ beschriftet.
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Abbildung 47 Verdopplungszeiten der ITK- und TEL-SYK getriebenen Zelllinien im Vergleich

zur GFP-Kontrollzelllinie. n=5
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Abbildung 48 Lokalisation und Art der gefundenen Mutationen von PRC2 Komponenten in den
Zelllinien. Die Analyse wurde flir EZH1, EZH2, SUZ12, und RBBP4 mittels cBioPortal Mutation
Mapper durchgefihrt (Cerami et al. 2012; Gao et al. 2013). Im EED Gen wurde keine Mutation
gefunden. Das Auftreten bekannter Mutationen mit Einfluss auf das Tumorwachstum wurde anhand
der OncoKB™ Datenbank analysiert (Chakravarty et al. 2017).
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Abbildung 49 Validierung der Funktionalitit und Spezifitit der Primer zur EZH1/2
Expressionsanalyse mittels qPCR. Errechnete Produktgréflen: EZH1 Soll1 — 249 bp und
Soll 2 — 121 bp flr verschiedene Transkriptionsvarianten; EZH2 — 159 bp.
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Abbildung 50 Korrelation zwischen Ansprechen auf GSK126 und EZH1 Expression oder

H3K27me3.
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Abbildung 51 Biologische Replikate des EZH2 Knockdown Nachweises auf Proteinebene.
Knockdownzelllinien, die nicht weiterverwendet wurden, wurden mit x beschriftet.
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Abbildung 52 Biologische Replikate des
pharmakologischen EZH2 Inhibitoren auf Proteinebene.
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Abbildung 54 Beispielhafte Darstellung der Gatingstrategie der Zellzyklusanalyse.

XL



(1) Alle Zellen

(2) Dubletten entfernen
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(3) Anteil 7AAD / FITC
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Abbildung 55 Beispielhafte Darstellung der Gatingstrategie der Analyse
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Abbildung 56 Validierung der Funktionalitit und Spezifitat der Prlmer zur SREBF1/2 und
ABCG1/2 Expressionsanalyse mittels qPCR. Errechnete Produktgroflen: SREBF1 — 67 bp;
SREBF2 — 133 bp; ABCG1 — 175 bp; ABCG2 — 154 bp.

n=1
JurkatLoucy HH DERL2

GSK126 - + - + - + - +
ABCG1 T ==
ABCG2
-

SREBP1 '.'.—...

3 5 ¥ K
SREBP2
|GAPDH .._______l

-
-2

-2

n=2
JurkatLoucy HH DERL2
GSK126 - + - + - + - +
ABCG1 ——il e —
ABCG2 -
SREBP1 - 2=
sisse=== |
r - - -2
.
SREBP2 -1
=2
-2

| GAPDH

n=3
JurkatLoucy HH DERL2
GSK126 - + - + - + - +
ABCG1 =
ABCG2 ——
3“"' i . ]
SREBP1 ; ‘
-
i
-1
SREBP2 =
-2

| GAPDH e e o e e e e e

Abbildung 57 Biologische Replikate des Nachweises der Regulation von Zielproteinen durch
den pharmakologischen EZH2 Inhibitor GSK126 auf Proteinebene.
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Offenlegung des Eigenanteils

Offenlegung des Eigenanteils
4.1 Mutationsanalyse MEITL

DNA Isolation: Katrin Nerger und Jenny Wehde

Exomsequenzierung: Omega Bioservices, Norcross, Georgia, USA

Zielgerichteter Sequenzierung: Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg,
Deutschland

Bioinformatische Mutationsanalyse: PD Dr. Sarah Sandmann

Uberprifung der Validitast und funktioneller Konsequenzen bioinformatisch
identifizierter genetischer Aberrationen: Elisabeth Grof3

PCR zur Verifikation fraglicher Mutationen: Elisabeth Grof3

Sangersequenzierung: Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland
Expressionsanalyse mittels Immunhistochemie inkl. Quantifizierung: Franziska Lea
Schidmann und Dr. Marcus Bauer

Analyse der Zusammenhange von Mutationsstatus und H3K36me3 sowie Korrelation
von EZH2 Expression und H3K27me3: Elisabeth Grol}

4.2 SETD2
4.2.1 Basale H3K36 Trimethylierung in Zelllinienpanel von T-Zell Neoplasien

Datenbankanalyse: Elisabeth Grol

Kultivierung der Zellen: Elisabeth Grof3

RNA-Isolation, RT-gPCR inkl. Analyse: Elisabeth GroR3

Protein-Volllyse, Histonlyse und Westerblot inkl. Analyse: Elisabeth Grof3

4.2.2 Einfluss von SETD2 Verlust auf Wachstum von T-Zell Neoplasien

Wachstumskinetiken von wildtypischen und SETD2 Knockdownzelllinien inkl. Analyse:
Elisabeth GroR3
Transduktion und Validierung SETD2 Knockdown: Elisabeth Grof3

4.2.3 Einfluss von SETD2 Verlust auf Chemotherapieansprechen von T-Zell Neoplasien

Viabilitdtsassays inkl. Analyse: Elisabeth Grofl3

4.2.4 Einfluss von SETD2 Verlust auf Funktionalitat der DNA-Damage-Response

Bioinformatische Bestimmung kurzer Insertionen und Deletionen: Christoph
Bartenhagen

Analyse der Zusammenhange von Mutationsstatus und Anzahl kurzer Insertionen und
Deletionen: Elisabeth GrofR

Inkubation der Zellen und Fixierung: Elisabeth GrofR3

Durchflusszytometrische Farbungen fur yH2AX-Positivitdt und Zellzyklusprogression
inkl. Analyse: Elisabeth Gro3
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4.2.5 Zuséatzliche Aktivierung proliferationstreibender Signalwege verschiebt den Einfluss des
SETD2 Verlusts zum potenziellen Wachstumsvorteil
o Etablierung der GFP, ITK-SYK und TEL-SYK transduzierten Jurkat: Forschungsgruppe
von Frau Professorin Christine Dierks
¢ Validierung der GFP-Positivitat inkl. Analyse: Elisabeth GrofR}
e Protein-Volllyse und Westerblot zur Validierung der STAT5 Aktivierung inkl. Analyse:
Elisabeth Grof3
e Transduktion mit SETD2 shRNAs und Validierung SETD2 Knockdown: Elisabeth Grof
e Wachstumskinetiken von SETD2 Knockdownzelllinien inkl. Analyse: Elisabeth Grof3
o Viabilitdtsassays inkl. Analyse: Elisabeth Grof3
e Inkubation der Zellen und Fixierung: Elisabeth Grof}
o Durchflusszytometrische yH2AX-Positivitat Farbung inkl. Analyse: Elisabeth Grof3
4.3 EZH2
4.3.1 Basale Expression von EZH1, EZH2 und H3K27 Trimethylierung in Zelllinienpanel von
T-Neoplasien
o Datenbankanalyse: Elisabeth Grof3
e Kaultivierung der Zellen: Elisabeth Grof3
¢ RNA-Isolation, RT-gPCR inkl. Analyse: Elisabeth Grof3
¢ Protein-Volllyse, Histonlyse und Westerblot inkl. Analyse: Elisabeth Grof3
4.3.2 Einfluss von EZH2 Inhibition und Knockdown auf Wachstum von T-Zell Neoplasien
o Wachstumskinetiken von wildtypischen und EZH2 Knockdownzelllinien inkl. Analyse:
Elisabeth Grof3
e Transduktion und Validierung des EZH2 Knockdowns: Elisabeth Grof3
o Viabilitdtsassay unter pharmakologischer EZH2 Inhibition inkl. Analyse: Elisabeth Grof3
¢ Analyse der Korrelation von EZH2 Expression und Ansprechen auf pharmakologische
EZH2 Inhibition: Elisabeth Grof3
4.3.3 Einfluss von EZH2 Inhibition und Knockdown auf Chemotherapieansprechen von T-Zell
Neoplasien
e Cytotoxizitatsscreen inkl. Analyse: Elisabeth Grof3
¢ Viabilitatsassays inkl. Analyse: Elisabeth Grof}
4.3.4 Mechanistische Analyse der Erhéhung der Oxaliplatinresistenz unter EZH2 Inhibition
e Inkubation der Zellen mit Inhibitoren und Oxaliplatin: Elisabeth GrofR3
e Durchflusszytometrische Farbungen fir AnnexinV- bzw. 7-AAD-Positivitat inkl.
Analyse: Elisabeth Grof3
e Fixierung und durchflusszytometrische Farbungen fur Zellzyklusprogression inkl.

Analyse: Elisabeth Grof3
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Inkubation der Pellets in Salpetersaure fur ICP-MS: Elisabeth Gro3
ICP-MS inkl. Standardkurve: Dr. Ralf-Axel Hilger
Analyse der ICP-MS Daten: Elisabeth Grof3

4.3.5 Analyse transkriptioneller Veranderungen

Inkubation der Zellen mit Inhibitoren und Oxaliplatin: Elisabeth Grof3
RNA-Isolation: Elisabeth Grof3

mRNA-Sequenzierung inkl. Qualitatskontrolle: Genewiz, Leipzig, Deutschland
Bioinformatische Analyse: Edith Willscher

RT-gPCR inkl. Analyse: Elisabeth Grof3

Protein-Volllyse, Histonlyse und Westerblot inkl. Analyse: Elisabeth Grof3
Viabilitdtsassays inkl. Analyse: Elisabeth Grof}

4.3.6 Zusatzliche Inhibition von Sterol Regulatory Element Bindenden Proteinen oder ABC

Transporter verringert die Erhéhung der Oxaliplatinresistenz unter EZH2 Inhibition

Viabilitatsassays: Elisabeth Grof3

Inkubation der Zellen mit Inhibitoren und Oxaliplatin: Elisabeth Grof3
Inkubation der Pellets in Salpetersaure fur ICP-MS: Elisabeth Gro3
ICP-MS inkl. Standardkurve: Dr. Ralf-Axel Hilger

Analyse der ICP-MS Daten: Elisabeth Grof}
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