
 

 

Aus dem 

CharitéCentrum für Frauen-, Kinder- und Jugendmedizin 

mit Perinatalzentrum und Humangenetik 

Klinik für Kinderheilkunde m. S. Onkologie und Hämatologie 

der Medizinischen Fakultät Charité – Universitätsmedizin Berlin 

 

 

 

DISSERTATION 

 

 

Synergistische Wirkung des BRD4-Inhibitors MK-8628 und PLK1-

Inhibitors Volasertib in vorklinischen Modellen des 

Medulloblastoms 

 
 

zur Erlangung des akademischen Grades 

Doctor medicinae (Dr. med.) 

 

 

 

 

vorgelegt der Medizinischen Fakultät 

Charité – Universitätsmedizin Berlin 
 

 

 

von 

 

 

Youjia Han 

 

aus Nishinomiya, Japan 

 

 

 

 

 

Datum der Promotion: 05. März 2021 

 

  



- 1 - 

 

Inhaltsverzeichnis 
 

Inhaltsverzeichnis ................................................................................................................ - 1 - 

Abbildungsverzeichnis ........................................................................................................ - 2 - 

Tabellenverzeichnis ............................................................................................................. - 2 - 

Abkürzungsverzeichnis ....................................................................................................... - 3 - 

1. Abstract auf Englisch und Deutsch ........................................................................ - 5 - 

1.1 Abstract (Englisch) ..................................................................................................... - 5 - 

1.2 Zusammenfassung (Deutsch) ..................................................................................... - 7 - 

2. Manteltext ................................................................................................................. - 9 - 

2.1 Darstellung des Forschungsstandes ........................................................................ - 9 - 

2.1.1 Medulloblastom und MYC ......................................................................................... - 9 - 

2.1.2 BET und BRD4-Inhibitor ......................................................................................... - 10 - 

2.1.3 Der PLK1-Inhibitor als Kombinationspartner für den BRD4-Inhibitor ................... - 13 - 

2.1.4 Fragestellung ............................................................................................................ - 14 - 

2.2 Vertiefende Darstellung der Methodik ................................................................ - 15 - 

2.2.1 Auswahl der Zelllinien ............................................................................................. - 15 - 

2.2.2 Analyse von Zellviabilität, Zelltod, Zellproliferation und Zellzyklus ..................... - 15 - 

2.2.3 Analyse der Expression der BRD4-Targets ............................................................. - 18 - 

2.2.4 Genexpressionsanalyse ............................................................................................. - 21 - 

2.2.5 In vivo Behandlung der Xenograft-Mäuse ............................................................... - 22 - 

2.2.6 Synergismus ............................................................................................................. - 23 - 

2.2.7 Statistische Analyse .................................................................................................. - 23 - 

2.3 Ergebnisse ............................................................................................................... - 24 - 

2.3.1 Monotherapie der Medulloblastom-Zelllinien mit BRD4-Inhibitor MK-8628 in 

vitro und in vivo ........................................................................................................ - 24 - 

2.3.2 Kombinationstherapie der Medulloblastom-Zelllinien mit BRD4-Inhibitor MK-

8628 und PLK1-Inhibitor Volasertib oder GSK461364A in vitro ........................... - 26 - 

2.3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse ........................................................................... - 27 - 

2.4 Weiterführende wissenschaftliche Fragestellungen ............................................ - 29 - 

2.4.1 Ideale Biomarker für die zukünftige Einführung von BRD4-Inhibitoren in 

klinischen Versuchen ............................................................................................... - 29 - 

2.4.2 Geeignete pharmakodynamische Marker zur Auswertung der Reaktion des 

Tumors auf die Behandlung mit BRD4-Inhibitoren auf molekularer Ebene ........... - 29 - 

2.4.3 Vergleich von MK-8628 mit BRD4-Inhibitoren der Vorgängergeneration ............. - 30 - 

2.4.4 Kombination vom BRD4-Inhibitor mit weiteren Agenzien wie PLK1-Inhibitoren 

zur effektiveren Behandlung .................................................................................... - 30 - 

2.4.5 Möglichkeit eines dualen BRD4/PLK1-Inhibitors ................................................... - 31 - 

2.5 Literaturverzeichnis ............................................................................................... - 32 - 



- 2 - 

 

3. Eidesstattliche Versicherung ................................................................................. - 37 - 

4. Anteilserklärung an den erfolgten Publikationen ............................................... - 38 - 

5. Auszug aus der Journal Summary List ................................................................ - 40 - 

6. Druckexemplare der ausgewählten Publikationen ............................................. - 41 - 

7. Lebenslauf ............................................................................................................... - 60 - 

8. Publikationsliste ..................................................................................................... - 61 - 

9. Danksagung ............................................................................................................. - 62 - 

 

 

 

Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen BRD4 und MYC. ...... - 11 - 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen PLK1 und MYC. ...... - 14 - 

Abbildung 3: Simultane Inhibition von BRD4 und PLK1 durch Kombinationsbehandlung 

führt zu einer effektiveren Reduktion der MYC-Genexpression sowie der MYC-

Proteinstabilität.. .................................................................................................................. - 28 - 

 

 

Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1:  Liste der für die Western Blot-Experimente verwendeten Antikörper ............ - 20 - 

 

 

  



- 3 - 

 

Abkürzungsverzeichnis 

 

Abb.  Abbildung 

ATP  Adenosintriphosphat 

AUC  Area under the curve (Fläche unter der Kurve) 

BCA   Bicinchoninsäure 

BET  Bromodomain and extraterminal domain (Bromodomäne und extra-

terminale Domäne) 

BRD4  Bromodomain containing protein 4 (Bromodomäne enthaltendes Protein 

4) 

BrdU   Bromdesoxyuridin 

BSA   Bovines Serumalbumin 

CCND1  Cyclin D1 

CDK1  Cyclin dependent kinase 1 (Cyclin-abhängige Kinase 1) 

cDNA  Complementary DNA (komplementäre DNA) 

Ct   Threashould cycle (Schwellenwertzyklus) 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

EdU  Ethynyldeoxyuridin 

ELISA  Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

FCS  Fetales Kälberserum 

GAPDH   Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase  

GO   Gene Ontology 

GOI   Gene of interest (das zu untersuchende Gen) 

GSEA  Gene set enrichment analysis 

HPRT1   Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase 

HRP  Horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase) 

IC50   Mittlere inhibitorische Konzentration 

mRNA  messenger Ribonukleinsäure 

NMC  NUT midline carcinoma 

NUT   Nuclear protein in testis 

PCR  Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 

PLK1  Polo-like Kinase 1 



- 4 - 

 

P-TEFb  Positive transcription elongation factor b 

PVDF   Polyvinylidenfluorid  

RIPA  RadioImmunoPrecipitation Assay 

RPMI  Roswell Park Memorial Institute Medium 

RT-qPCR Real-time quantitative polymerase chain reaction (quantitative Echtzeit-

Polymerase-Kettenreaktion) 

SD    Solid dispersion (Feststoffdispersion) 

SHH  Sonic Hedgehog 

Suppl. Abb. Ergänzende Abbildung 

TBS-T  Tris-buffered saline with Tween20 

WNT  Wingless 

  



- 5 - 

 

1. Abstract auf Englisch und Deutsch 

1.1  Abstract (Englisch) 

Introduction: Targeted inhibition of epigenetic readers has been extensively studied in recent 

years. Bromodomain and extraterminal domain (BET) family proteins, especially 

Bromodomain containing protein 4 (BRD4), are such epigenetic readers, which inhibition is 

known to effectively repress MYC transcription. Such BET inhibition opens possibilities for a 

targeted treatment of childhood brain cancer with dismal prognosis such as medulloblastoma, 

the most common malignant brain tumor in children arising from embryonal cerebellar cells. 

Its MYC-dependent high-risk subgroup is the most aggressive form with the worst outcome, to 

which a more targeted therapeutic strategy is urgently needed to improve survival of patients. 

MK-8628 is an orally bioavailable small molecule BET-Inhibitor that can effectively inhibit 

BRD4 and downregulate expression of MYC. We assessed its therapeutic efficacy against 

preclinical models of medulloblastoma in vitro and in vivo, comparing it with its predecessor 

BET-Inhibitors. Additionally, inhibition of PLK1, a kinase with MYC-protein stabilizing 

function, is known to be effective in medulloblastoma. We assessed the combination of BRD4 

inhibitor with a PLK1 inhibitor in vitro for an enhanced anti-medulloblastoma effect through 

simultaneous targeting of two distinct MYC-regulators. 

 

Methods: We assessed the efficacy of MK-8628 against four medulloblastoma cell lines (one 

MYC-amplified, two non-amplified high-MYC, and one low-MYC) in vitro by measuring 

apoptotic cell death and cell cycle arrest. Disruption of MYC expression programs through MK-

8628 treatment were assessed with array-based gene expression analysis. MK-8628 was tested 

in vivo in mouse xenograft models of MYC-amplified medulloblastoma for its efficacy in tumor 

volume reduction and survival prolongation, followed by immunohistochemical analysis of 

tumor tissue. Combination treatment of MK-8628 with a PLK1 inhibitor Volasertib or 

GSK461364A was assessed by measuring established synergy scores. 

 

Results: Treatment with MK-8628 lead to significant cell death and to cell cycle arrest in 

medulloblastoma. MK-8628 effectively disrupted MYC transcription as well as MYC-regulated 

transcriptional programs. Mouse xenografts benefited from MK-8628 treatment, which led to 

decreased tumor volume and prolonged survival. Combination treatment with MK-8628 and a 

PLK1 inhibitor showed synergistic anti-medulloblastoma effects in vitro. 
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Conclusion: The orally bioavailable small molecule BRD4 inhibitor MK-8628 is similarly 

potent as previous BET inhibitors both in vitro and in vivo in preclinical models of 

medulloblastoma. Its effect can be enhanced through simultaneous targeting of PLK1. 
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1.2  Zusammenfassung (Deutsch) 

Einleitung: In den vergangenen Jahren wurde die gezielte Inhibition der sogenannten 

‚epigenetische Readers‘ ausführlich untersucht. Die Proteine aus der Bromodomänen und 

extraterminale Domänen (BET)-Familie, insbesondere das Bromodomäne enthaltende Protein 

4 (BRD4), sind solche ‚epigenetischer Readers‘, dessen Inhibition zur Unterdrückung der MYC-

Transkription führt. Derartige BET-Inhibition eröffnet Möglichkeiten einer gezielten 

Behandlung pädiatrischer Hirntumoren mit sehr schlechter Prognose. Dazu zählt das 

Medulloblastom, der häufigste maligne Hirntumor im Kindesalter, der aus embryonalen Zellen 

im Kleinhirn hervorgeht. Sein MYC-abhängiger Subtyp stellt eine Hochrisiko-Gruppe dar, die 

sich durch den aggressivsten Verlauf und das ungünstigste Prognose auszeichnet. MK-8628 ist 

ein oral bioverfügbarer, niedermolekularer BET-Inhibitor, der effektiv BRD4 inhibiert und die 

Expression von MYC herunterreguliert. In dieser Studie wurde die Wirksamkeit vom MK-8628 

in präklinischen Modellen des Medulloblastoms in vitro und in vivo bewertet und die 

Ergebnisse mit bereits existierenden BET-Inhibitoren verglichen. Weiterhin ist es bereits 

bekannt, dass die Inhibition von PLK1, einer Kinase mit MYC-Protein-stabilisierender 

Funktion, eine sehr effektive anti-tumorale Wirkung gegen Medulloblastome aufweist. In 

dieser Studie wurde die Kombination des BRD4-Inhibitors mit einem PLK1-Inhibitor in vitro 

getestet und ihrer verstärkten Wirksamkeit gegen Medulloblastome durch die simultane 

Inhibition zweier unterschiedlicher MYC-Regulatoren untersucht.  

 

Methoden: In dieser Studie wurde die Wirksamkeit von MK-8628 in vier Medulloblastom-

Zelllinien (eine MYC-amplifiziert, zwei nicht-amplifiziert MYC-reich, eine MYC-arm) in vitro 

durch Messung der Apoptose und des Zellzyklusarrests untersucht. Die Störung des MYC-

Expressionsprogramms nach MK-8628-Behandlung wurde mittels Genexpressionsanalysen 

beurteilt. MK-8628 wurde in vivo an Maus Xenograft-Modellen des MYC-amplifizierten 

Medulloblastoms auf Effektivität hinsichtlich der Reduktion der Tumormasse und verlängertem 

Überleben getestet. Ferner wurden diese Proben immunhistochemisch untersucht. Die 

Kombinationsbehandlung mit MK-8628 und dem PLK1-Inhibitor Volasertib oder 

GSK461364A wurden anhand eines etablierten Synergy-Scores bewertet. 

 

Ergebnisse: Die Behandlung mit MK-8628 führte zu signifikant erhöhten Apoptoseraten und 

Zellzyklusarrest im Medulloblastom. MK-8628 störte effektiv die Transkription von MYC und 

durch MYC regulierte Transkriptionsprogramme. Xenograft-Mäuse profitierten von der 

Behandlung mit MK-8628 durch reduziertes Tumorvolumen und verlängertes Überleben. Die 
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Kombinationsbehandlung mit MK-8628 und einem PLK1-Inhibitor zeigte eine synergistische 

Wirkung gegen das Medulloblastom in vitro. 

 

Schlussfolgerung: Der oral bioverfügbare, niedermolekulare BRD4-Inhibitor MK-8628 ist 

sowohl in vitro als auch in vivo ähnlich wirksam wie BET-Inhibitoren früherer Generation in 

präklinischen Modellen des Medulloblastoms. Seine Wirkung kann durch die simultane 

Inhibition von PLK1 verstärkt werden. 
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2. Manteltext 

2.1   Darstellung des Forschungsstandes  

2.1.1 Medulloblastom und MYC 

Das Medulloblastom ist der häufigste Hirntumor im Kindesalter, welches subtentoriell aus dem 

embryonalen Gewebe entsteht (1, 2). Anhand wesentlicher Charakteristika des molekularen 

Signalwegs werden zurzeit vier Subtypen dieses Tumors unterschieden: Wingless (WNT), 

Sonic Hedgehog (SHH), Gruppe 3 und Gruppe 4 (1-5). Diese Einteilung macht eine 

differenzierte Prognoseschätzung möglich. Der WNT-Subtyp macht 10% der Medulloblastome 

aus und hat einen hochregulierten WNT-Signalweg. Dieser Subtyp weist die beste Prognose 

mit einer 5-Jahres-Überlebensrate von 95% auf (2, 5) Der SHH-Subtyp macht insgesamt 30% 

der Medulloblastome aus und beinhaltet die Mutation eines Faktors im SHH-Signalweg 

(PTCH1, SMO, SUFU, GLI1, GLI2). Davon haben insbesondere die Gruppen mit MYC- oder 

GLI2-Amplifikation und mit TP53-Mutation eine schlechte Prognose (2). Das Merkmal des 

Gruppe 3-Subtyps ist die Amplifizierung verschiedener Proto-Onkogene, insbesondere von 

MYC. Innerhalb dieser Subgruppe haben Patienten mit MYC-Amplifikation im Tumorgewebe 

die schlechteste klinische Prognose mit einer 5-Jahres-Überlebensrate von weniger als 50% und 

fallen somit in die Hochrisiko-Gruppe (1-6). Zur Gruppe 4 zählen bis zu 45% der 

Medulloblastome. Es handelt sich also um die größte Gruppe, die aber auch am wenigsten 

verstanden ist. Bisher wurden Abnormitäten in Chromosom 17 und die Mutation des KDM6A-

Gens, welches für die Regulierung der Histon-Methylierung am Lysin 27 zuständig ist, als 

charakteristisch für diesen Subtyp eingeordnet (1-5, 7). Nach neuesten Erkenntnissen stellt der 

LIM homeobox transcription factor 1 (LMX1A) den hauptsächlichen regulatorischen Faktor 

für das Medulloblastoms der Gruppe 4 dar (2). Zusammengefasst liegt die Heilungschance des 

Medulloblastoms je nach Subtyp zwischen 40% und 95% (1).  

 

Die bisherige Standardtherapie besteht aus der maximalen chirurgischen Tumorentfernung, 

gefolgt von kraniospinaler Radiotherapie und Chemotherapie (1). Nach neueren, gezielteren 

Therapiemöglichkeiten für Medulloblastompatienten mit verbesserter Heilungsrate und 

Tolerierbarkeit wurde in der letzten Dekade intensiv gesucht. Dies betrifft insbesondere die 

Hochrisiko-Gruppe-3-Medulloblastom mit MYC-Amplifikation, da die multimodale Therapie 

auch heute bei Patienten mit dieser aggressivsten Form meist nicht wirksam ist (6, 8). 

 

Die MYC-Amplifikation ist eine der bereits früh bestimmten Genaberrationen im 

Medulloblastom (8). MYC ist ein oft stark exprimiertes Onkoprotein in verschiedenen 
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Tumorarten, es ist allerdings auch als Transkriptionsfaktor essenziell für die physiologische 

Zellentwicklung in Säugetieren. Insbesondere die Progression des Zellzyklus aus G1- in die S-

Phase ist MYC-abhängig (9). Die wesentliche Funktion des MYC in sowohl gesunden als auch 

entarteten Zellen ist ein Faktor, der das direkte Targeting von MYC im Rahmen einer 

Tumortherapie erschwert (9, 10). Weitere Herausforderungen ergeben sich durch seine 

Struktur. Da MYC als ein Transkriptionsfaktor kein aktives Zentrum besitzt, ist eine 

niedermolekulare Modulation wie bei einem Enzym nicht möglich (9, 10).  

Um diese Nachteile zu überwinden, wurde nach indirekten Wegen für die Inhibition der MYC-

Expression gesucht. Große Regionen, die Super-Enhancer genannt werden, befinden sich in der 

Nähe von Transkriptionsfaktor-Genen sowie Onkogenen und können durch epigenetische 

Modifikation wie Acetylierung von Histonen diese regulieren (11-14). Sogenannte 

epigenetische Readers erkennen solche epigenetischen Modifikationen in der Super-Enhancer-

Region und binden dort, um weitere Aktivatoren der Transkription zu rekrutieren (14, 15). In 

den letzten Jahren wurden besonders diese epigenetischen Reader als das Angriffsziel für die 

Tumorbehandlung intensiv erforscht. 

 

2.1.2 BET und BRD4-Inhibitor 

Ein Beispiel solcher epigenetischer Readers ist die Familie aus Transkriptions-Co-Aktivator-

Proteine mit Bromodomänen (Acetyl-Lysin-Erkennungsdomänen) und extra-terminalen (BET) 

Domänen. Diese Proteinfamilie erkennt das acetylierte Lysin am Histon (H3K27Ac) und 

rekrutiert Komponenten des Transkriptionsinitiationskomplexes (14, 16, 17). Zur BET-Familie 

gehören die Proteine BRD2, BRD3, BRD4 und BRDT. Während BRDT Keimbahnzell-

spezifisch ist, sind die drei Erstgenannten ubiquitär vorhanden (18, 19). Besonders interessant 

für die Tumorbehandlung innerhalb der BET-Familie ist BRD4. BRD4 bindet an Genen, die 

unter anderem zu Beginn einer Transkription für den M/G1-Übergang im Zellzyklus exprimiert 

werden (19). Außerdem ist BRD4 ein kritischer Mediator der Transkriptionselongation durch 

seine Spezifität zum positive transcription elongation factor b (P-TEFb) (14, 16, 17, 19). P-

TEFb wird BRD4-abhängig zur Promotorregion der RNA-Polymerase II rekrutiert. Die 

Phosphorylierung der RNA-Polymerase II durch BRD4-gebundenen P-TEFb ist für die 

effiziente Transkription des MYC in der frühen G1-Phase des Zellzyklus essenziell (14, 20). 

Deshalb ist BRD4 ein attraktives Target, um die MYC-Expression auf indirektem Weg herunter 

zu regulieren und dadurch MYC-abhängige Tumoren zu bekämpfen (21). 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen BRD4 und MYC.  
BRD4, ein sogenannter epigenetischer Reader, erkennt und bindet an acetylierte Histone in der 

Super-Enhancer-Region. Hierdurch werden weitere Transkriptionsmediatoren wie P-TEFb und 

CDK9 rekrutiert und bilden einen Mediatorkomplex. Durch BRD4 aktiviertes P-TEFb 

phosphoryliert RNA-Polymerase II, sodass die Transkription des MYC initiiert wird. Nach der 

Transkription der MYC-DNA in MYC-mRNA im Zellkern folgt die Translation der MYC-

mRNA in MYC-Proteine im Zytoplasma (14, 21, 22). 

 

 

Die erste Generation der BET-Inhibitoren, JQ1 und iBET, gehören zur Familie der 

Benzodiazepine und sind pan-BET Inhibitoren; sie unterscheiden nicht zwischen den vier 

Proteinen der BET-Familie BRD2, BRD3, BRD4 und BRDT (18). Dabei zeigt JQ1 die höchste 

Spezifität zu BRD4, während die Bindung an BRD2, BRD3 und BRDT schwächer ist (14, 18, 

19). Diese Prototypen von niedermolekularen BET-Inhibitoren wurden zuerst im NUT midline 

carcinoma (NMC) getestet, einem seltenen und aggressiven Tumor, der sich durch eine 

chromosomale Translokation auszeichnet, welche oft ein Fusionsgen BRD4/NUT (nuclear 

protein in testis) entstehen lässt. Das daraus resultierende Fusionsprotein führt zur massiven 

Überexpression seiner Ziel-Onkogene, inklusive MYC (18, 19). JQ1 zeigte dort eine starke 

Spezifität zu BRD4 sowie antiproliferative Effekte mit rascher Reduktion des MYC-Gehaltes 

der kultivierten NMC-Zellen und eine Reduktion der Tumorgröße in Mausmodellen (18, 19). 

Weitere Studien mit BET-Inhibitoren haben ähnliche Effekte von JQ1 in verschiedenen 

Tumorarten nachgewiesen, darunter das multiples Myelom, das B-Zell-Lymphom, die akute 

myeloide Leukämie und das Neuroblastom (9, 14, 15). Auch im Medulloblastom wurde JQ1 

präklinisch getestet und zeigte signifikante anti-proliferative Effekte, sowohl in vitro als auch  
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in vivo mit Zellzyklusarrest in G1-Phase, Herabregulation der MYC- und MYC-abhängigen 

Ziel-Gene und Verlängerung der Überlebungszeit der Xenograft-Mäuse (6).  

Leider führte die JQ1-Behandlung allerdings nicht zu einer tumorfreie Kuration bei in vivo 

Modellen des Medulloblastoms (6). Für die weiterführende klinische Anwendung wurde, 

obwohl BRD4 das dominante Mitglied der BET-Familie ist und deshalb in den meisten Studien 

als der Hauptwirkungsort des pan-BET-Inhibitors angenommen wird, die fehlende Spezifität 

der Inhibitoren JQ1 sowie iBET aufgrund unerwünschter Wirkungen auf normale Nerven- oder 

Immunzellen als limitierender Faktor angesehen (18). JQ1 zeigte außerdem eine kurze 

Halbwertszeit, weshalb von weiteren klinischen Studien mit dieser Substanz abgesehen wurde 

(23). 

 

Mittlerweile wurden neue Generationen der BET-Inhibitoren mit verbessertem Wirkprofil 

entwickelt. Ein Beispiel dafür ist MK-8628 (früher OTX015 genannt), ein Derivat von JQ1 (6, 

14, 18, 21). Dieser niedermolekulare BET-Inhibitor blockiert wie JQ1 die Interaktion zwischen 

BET-Proteinen, insbesondere BRD4, und dem acetylierten Histon, und reguliert dadurch die 

Genexpression von MYC und seinen Ziel-Genen in ähnlicher Weise herunter (6, 14, 18, 21). 

Der Unterschied zwischen den beiden liegt darin, dass MK-8628 oral bioverfügbar ist (6, 14, 

18, 21). Bisher wurde MK-8628 präklinisch vor allem in verschiedenen pädiatrischen, sowohl 

hämatologischen (akute Leukämien) als auch soliden Tumorentitäten (Lymphomen, 

Neuroblastom und Medulloblastom) untersucht (14, 21, 24). In weiteren klinischen Studien 

(Phase I/II) von MK-8628 bei Patienten mit akuten myeloischen Leukämien, Lymphomen und 

multiplen Myelomen konnten die Toxizität, die Nebenwirkungen und die empfohlene Dosis der 

Substanz ermittelt werden (18, 23). Hierbei konnte die verbesserte orale Bioverfügbarkeit und 

pharmakologischen Eigenschaften von MK-8628 im Vergleich zu seinen Vorgängern gezeigt 

werden (14, 18, 23-26). 

 

Während die Ergebnisse der klinischen Studien vielversprechend sind, wurde die alleinige 

Behandlung mit MK-8628 in Patienten als nicht ausreichend beschrieben. Bei vielen Patienten 

zeigten sich einige Monate nach Regression des Tumors durch MK-8628 Rezidive (18). Für 

die präklinischen Modelle des Medulloblastoms war die Wirkung von MK-8628 allein 

ebenfalls nicht ausreichend, um eine komplette Remission des Tumors zu erzielen (6, 18). Es 

werden weitere Maßnahmen benötigt, um die Effektivität dieses BET-Inhibitors auf ein klinisch 

anwendbares Niveau zu steigern.  
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2.1.3 Der PLK1-Inhibitor als Kombinationspartner für den BRD4-Inhibitor 

In dieser Studie wurde deshalb eine synergistisch wirkende Substanz zur Kombination gesucht 

(21). Als potenzieller Kombinationspartner wurde, basierend auf vorhandenen Studien, den 

Inhibitor der Polo-like Kinase 1 (PLK1) ausgewählt (21). Humane PLK ist eine Familie von 

Serin/Threonin-Kinasen, welche fünf Mitglieder (PLK1, PLK2. PLK3, PLK4 und PLK5) 

beinhaltet; davon ist PLK1 am besten erforscht und bekannt für seine vielfältige Rolle in der 

Kontrolle des Zellzyklus (27). PLK1 ist ein wichtiger Regulator des G2/M-Checkpoints und 

besitzt Relevanz für die Koordination von Zentrosom und Spindelapparat, DNA-Reparatur und 

vieles mehr (27, 28). Außerdem spielt es auch eine wichtige Rolle in der Regulation des MYC-

Signalwegs; durch Phosphorylierung stabilisiert PLK1 das MYC-Protein in der M-Phase des 

Zellzyklus und trägt zum Überleben der Tumorzellen bei (27-31). PLK1 ist oft hoch exprimiert 

in Tumorzellen und deshalb ein besonders attraktives Target in der Tumortherapie (30). 

Verschiedene niedermolekulare PLK1-Inhibitoren wie BI6727 (Volasertib), BI2536, ON-

01910 (Rigosertib), und GSK461364A werden in präklinischen und klinischen Studien in Phase 

I/II für solide Tumore getestet (30). In einigen Studien haben PLK1-Inhibitoren eine gute 

Wirkung gegen Hirntumore wie das Medulloblastom in vitro und in vivo gezeigt (30). Durch 

Behandlung mit PLK1-Inhibitoren wurde neben der Hemmung der Zellproliferation, 

Zellzyklusprogression sowie der Apoptose-Induktion ein verbessertes Überleben von 

Xenograft-Mäusen mit Medulloblastom gezeigt (30). Es sind auch Studien zur 

Kombinationstherapie mit BRD4- und PLK1-Inhibitoren vorhanden, zum Beispiel bei akuter 

myeloischer Leukämie, in der die zwei gleichzeitig applizierten Inhibitoren eine synergistische 

Wirkung gegen den Tumor gezeigt haben (32). Diese Erkenntnisse haben uns dazu motiviert, 

eine Kombination aus BRD4- und PLK1-Inhibitoren in präklinischen Modellen des 

Medulloblastoms zu untersuchen (21). 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen PLK1 und MYC.  

Durch Bindung eines Liganden am Tyrosinkinase-Rezeptor wird Phosphoinositid-3-Kinase 

(PI3K) aktiviert. PI3K konvertiert Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu 

Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3), das die Phosphoinositide-dependent Kinase-1 

(PDK1) aktiviert. PDK1 aktiviert in Folge Polo-like Kinase 1 (PLK1) durch Phosphorylierung. 

PLK1 phosphoryliert MYC, sodass dieses Protein stabil bleibt und weiterhin zur 

Tumorentwicklung beitragen kann. Ohne Stabilisierung durch PLK1 degradiert MYC schnell 

durch Ubiquitinierung (14, 21, 28). 

 
 

2.1.4 Fragestellung 

Zusammenfassend sollte in der Studie (21) zum Einen die Effektivität des BRD4-Inhibitors 

MK-8628 in präklinischen Modellen des Medulloblastoms getestet und in den Vergleich zu den 

vorhandenen Studien mit dem Vorgänger JQ1 gestellt werden. Zweitens soll der synergistische 

anti-Tumor-Effekt bei Anwendung einer Kombination aus MK-8628 und PLK1-Inhibitoren in 

präklinischen Modellen des Medulloblastoms vorgestellt werden. Die Ergebnisse dienen als 

mögliche Grundlage für die weitere Erforschung des BRD4-Inhibitors und PLK1-Inhibitors in 

der Behandlung von Medulloblastomen in klinischen Studien. 
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2.2  Vertiefende Darstellung der Methodik 

Alle Versuche wurden unabhängig voneinander mindestens dreimal durchgeführt, sofern nicht 

anders angegeben. 

 

2.2.1 Auswahl der Zelllinien 

In dieser Studie wurden vier Zelllinien ausgewählt, die aus zwei verschiedenen Subtypen des 

Medulloblastoms stammen. HD-MB03 ist eine MYC-amplifizierte Zelllinie und gehört zur 

Gruppe 3 (2). ONS-76, DAOY und UW228 gehören zum SHH-Subtyp. ONS-76 und DAOY 

haben eine hohe MYC-Expression. Im Gegensatz dazu hat UW228 eine sehr geringe Expression 

des MYC (2). Hieraus ergeben sich drei Testgruppen zur Analyse (MYC-amplifiziert, nicht-

amplifiziert MYC-reich, MYC-arm). Die Zelllinien wurden in Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM) (HD-MB3, UW228 und DAOY) oder Roswell Park Memorial Institute 

Medium (RPMI) 1640 (ONS-76) angezüchtet, wobei beide Medien mit 10% fetalem 

Kälberserum (FCS), L-Glutamin, und 1% Penicillin/Streptomycin ergänzt wurden. 

Als Vergleichsmaterial zu den Medulloblastom-Zelllinien wurden die Fibroblasten-Zelllinien, 

BJ, RPE und VH-7 verwendet. Diese drei Zelllinien wurden wie bereits beschrieben in DMEM 

angezüchtet. 

 

2.2.2 Analyse von Zellviabilität, Zelltod, Zellproliferation und Zellzyklus 

Der Effekt des BRD4-Inhibitors MK-8628 und des PLK1-Inhibitors Volasertib und 

GSK461364A auf das Zellwachstum der vier Medulloblastom-Zelllinien wurde in vitro anhand 

folgenden Methoden untersucht:  

 

2.2.2.1 Zellviabilität 

Für die Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration (IC50) sowie die Fläche unter 

der Kurve (area under the curve, AUC) der Zelllinien anhand der Dosis-Wirkungs-Kurve wurde 

die Zellviabilität der vier Medulloblastom-Zelllinien gemessen. Dafür wurde das Protokoll des 

CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega, Wisconsin, USA) verwendet. Diese 

Methode misst die ATP-Konzentration in den Zellen durch Lumineszenz, um die Anzahl der 

lebenden, metabolisch aktiven Zellen zu bestimmen. Die Reagenz beinhaltet Luciferase, die 

nach Zugabe zu den Zellen ein stabiles, leuchtendes Signal ergibt, dessen Intensität mit dem 

ATP-Gehalt korreliert (33).  

Hierfür wurden die Zelllinien auf 96-Well-Platten mit einer Konzentration von 500 Zellen pro 

Well ausgesät und für 24 Stunden inkubiert, um eine Adhäsion auf der Plattenoberfläche zu 

ermöglichen. Am zweiten Tag wurden die Zellen mit den zu testenden Substanzen in 
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Triplikaten behandelt. Gemäß existierender Daten zur IC50 wurden folgende 

Konzentrationsbereiche ausgewählt: 0 – 10 µM bei MK-8628, 0 – 0,1 µM bei Volasertib und 0 

– 0,3 µM bei GSK461364A. In allen Experimenten wurde Dimethylsulfoxid (DMSO) als 

Kontroll-Substanz verwendet. Nach 72 Stunden (an Tag fünf) wurden die Zellen aus dem 

Inkubator genommen und bei Raumtemperatur für 30 Minuten abkühlen gelassen. 

Anschließend wurde CellTiter-Glo-Reagenz hinzugefügt und nach 10 Minuten die Fluoreszenz 

mit dem Glomax Microplate Reader (33) gemessen. Die Ergebnisse wurden mit GraphPad 

Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) graphisch dargestellt, sodass anhand 

dessen die IC50 sowie die AUC berechnet werden konnte. 

 

2.2.2.2 Zelltod (Apoptose) und Zellproliferation 

Um den Effekt der anti-tumoralen Substanzen auf die Zellen genauer zu bestimmen, wurden 

Zelltod- und Zellproliferations-Assay durchgeführt.  

Tumorzellen können unter Zugabe anti-tumoraler Substanzen in die Apoptose gehen, die auch 

als programmierter Zelltod bezeichnet wird und die häufigste Form des Zelltodes darstellt (34). 

Dabei entstehende DNA-Fragmente sind mit Histonen H2A, H2B, H3 und H4 gekoppelt, 

wodurch die DNA-Fragmente vor Abbau durch Endonukleasen geschützt werden (34). Dies 

kann durch monoklonale Antikörper gegen H2B sowie gegen Komplexe aus H2A-H2B 

Dimeren und DNA anhand der Doppel-Antikörper Sandwitch-ELISA-Methode detektiert 

werden (34). 

Das Zellproliferations-Assay misst das Zellwachstum über die Vermehrung der DNA. Eine 

indirekte aber spezifische Methode für die Messung der Zellproliferation ist die Detektion der 

proliferierenden Zellen mithilfe der Bromdesoxyuridin (BrdU)-Labeling von DNA, da DNA-

Synthese und Zellproliferation miteinander verbunden sind. BrdU ist ein Thymidin-Analogon, 

welches nach Inkorporation in die DNA durch Enzyme-Immunoassay und Messung des 

Farbumschlags quantifiziert werden kann (35). 

Für die Messung von Apoptose und Proliferation wurde das Cell Death Detection ELISA 

beziehungsweise BrdU-ELISA angewandt (Roche, Basel, Schweiz). 3000 Medulloblastom-

Zellen pro Well wurden ausgesät und vor der Behandlung mit MK-8628 in drei verschiedenen 

Konzentrationen (0 nM, 250 nM und 500 nM) für 24 Stunden inkubiert.  

Die Assays wurden gemäß den Protokollen des Herstellers durchgeführt. Für beide Assays 

wurden drei verschiedene Zeitpunkte (24, 48 und 72 Stunden nach der Behandlung) zur 

Messung ausgewählt.  
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2.2.2.3 Zellzyklusanalyse 

Anhand der Durchflusszytometrie ist es möglich, Zellen in verschiedenen Stadien des 

Zellzyklus auseinanderzuhalten. Durch den Vergleich zwischen Proben mit und ohne 

Behandlung mit den zu untersuchenden Substanzen kann man erkennen, ob die Behandlung 

zum Zellzyklusarrest führt und in welcher Zellzyklusphase sie einen Effekt hat.  

Zur Ermöglichung von Wachstum durchlaufen Zellen verschiedene Phasen des Zellzyklus, um 

sich zu teilen. Dabei wird die DNA repliziert, um den gleichen Chromosomensatz an die beiden 

Tochterzellen weiterzugeben. Der in der G1-Phase vorbereitete DNA-Replikationsvorgang 

findet in der S-Phase statt, in der das genetische Material verdoppelt wird. Die Phase der 

Nachkontrolle der Replikation und der Vorbereitung auf die Zellteilung ist die G2-Phase. In der 

M-Phase erfolgt dann durch Mitose die Aufteilung des verdoppelten Chromosomensatzes auf 

zwei Zellen.  

Ethynyldeoxyuridin (EdU), ein Analog zu Thymidin, wird bei Bereitstellung in der Zellkultur 

in die DNA eingebaut und lässt sich durch Färbung mit fluoreszenten Aziden in der 

Durchflusszytometrie sichtbar machen (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). Da 

EdU nur in der S-Phase der Zellen in die DNA eingebracht werden kann, ist es ein Marker für 

die Proliferation der Zellen. Die Gesamtheit der DNA kann durch Färbung mit fluoreszentem 

Propidiumiodid sichtbar gemacht werden. Die unterschiedliche Gesamtmenge an DNA und das 

Vorhandensein des inkorporierten EdU in der DNA ermöglicht dementsprechend eine 

Unterscheidung der Phasen der Zellzyklus. 

Hierfür wurden die Medulloblastom-Zelllinien in 10-cm-Schalen mit einer Konzentration von 

3,5 × 105 Zellen pro Schale kultiviert. Nach 24 Stunden erfolgte die Behandlung mit 500 nM 

MK-8628, 5 nM Volasertib, einer Kombination aus beiden oder mit DMSO als Kontrolle. Nach 

22 Stunden wurde EdU zu den Zellen zugegeben und für weitere 2 Stunden inkubiert, um die 

Inkorporation von EdU in die DNA zu ermöglichen. Die Zellen wurden anschließend 

gewaschen, gesammelt, fixiert und permeabilisiert unter Verwendung von Click-iT
 

Plus™ EdU 

Flow Cytometry Assay Kits (Thermo Fisher Scientific). Ihre DNA wurde mit Propidiumiodid 

gemäß Protokoll gefärbt (36). Der zelluläre DNA-Gehalt der Zellen (10.000 Zellen pro Probe, 

3 Proben pro Zelllinie) wurde mithilfe eines BD LSR Fortessa X-20 (BD Biosciences, 

Kalifornien, USA) gemessen und mit FlowJo (BD Biosciences) analysiert.  
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2.2.3 Analyse der Expression der BRD4-Targets 

2.2.3.1 RT-qPCR (quantitative Echtzeit-PCR) 

Zellen produzieren verschiedene Proteine, um ihr Überleben zu gewährleisten. Hierfür bereiten 

sie zuerst die mRNA, den Bauplan für Translation der Proteine, vor. Der Gehalt einer 

bestimmten mRNA in einer Zelle reflektiert somit das Ausmaß Expression des entsprechenden 

Proteins. Der Goldstandard für eine indirekte Bestimmung des mRNA-Gehaltes in Zellen ist 

die RT-qPCR.  

Die RT-qPCR teilt sich in drei Hauptschritte: Auf die reverse Transkription von mRNA zu 

cDNA folgt die Amplifikation dieser spezifischen cDNA durch PCR mit Echtzeit-Messung der 

integrierten fluoreszenten Signale und anschließend die Quantifizierung des vervielfältigten 

Produktes. Die Software misst die Ct-Werte (threashould cycle, Schwellenwertzyklus), die 

mithilfe von Vergleichskontrollen ermöglichen, initiale mRNA-Mengen in Proben zu 

berechnen. Eine häufig verwendete Methode hierfür ist die Berechnung des ‚Fold Change‘, frei 

übersetzt ‚x-fach-Unterschied‘ von zwei Werten (37). Es ist ein Vergleich zwischen den Ct-

Werten für das ‚gene of interest‘ (GOI, das zu testende Gen) in der zu untersuchenden Probe 

und den Ct-Werten der Kontrolle (calibrator), die durch einen Normalisator (z.B. Housekeeping 

Gene) normalisiert wurden. 

 

Normalisierung der Ct-Werte von Proben und Kontrolle: 

𝐶𝑡 (𝐺𝑂𝐼)𝑠 − 𝐶𝑡 (𝑛𝑜𝑟𝑚)𝑠 = ∆𝐶𝑡(𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒) 

𝐶𝑡 (𝐺𝑂𝐼)𝑐 − 𝐶𝑡 (𝑛𝑜𝑟𝑚)𝑐 = ∆𝐶𝑡(𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑡𝑜𝑟) 

Berechnung der Unterschiede zwischen normalisierten Ct-Werten: 

∆𝐶𝑡(𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒) −  ∆𝐶𝑡(𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑡𝑜𝑟) = ∆∆𝐶𝑡 

Berechnung des ‚Fold Change‘ zur komparativen Quantifizierung der Unterschiede des 

initialen mRNA-Gehaltes: 

𝐹𝑜𝑙𝑑 𝐶ℎ𝑎𝑛𝑔𝑒 = 2−∆∆𝐶𝑡 

 

Bei der Untersuchung des Effekts des BRD4-Inhibitors MK-8628 wurden die Veränderung in 

dem mRNA-Gehalt der BRD4 und ihrer Targets wie MYC und CCND1 nach Substanzgabe bei 

variierender Behandlungszeit gemessen. Die Medulloblastom-Zelllinie HD-MB03 wurde mit 

einer Konzentration von 300.000 Zellen pro 10-cm-Schale ausgesät und mit einer Lösung von 

MK-8628 (20 nM), Volasertib (5 nM), einer Kombination aus beiden oder DMSO als Kontrolle 
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behandelt. Die Behandlungszeit variiert zwischen a) 4 und 24 Stunden oder b) 1 und 3 Stunden 

mit einem Washout nach 3, 6, 12 oder 24 Stunden nach Behandlung.  

Die Gesamt-RNA wurde mit den RNeasyMini-Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) gemäß dem 

Protokoll des Herstellers aus den Zellen extrahiert. Die Konzentration der RNA wurde unter 

Zuhilfenahme eines Nanodrop (Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Für das Washout von 

BRD4, MYC und CCND1 wurde die cDNA-Synthese mit dem SuperScript-Reverse-

Transcription-Kit (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) durchgeführt und die Expression mit 

Assays-on-Demand (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) gemessen. Die 

Expressionswerte wurden auf das geometrische Mittel von Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase (GAPDH) normiert (38). Die Datenanalyse erfolgte mit qbasePLUS-Software 

Version 1.5 (Biogazelle, Zwijnaarde, Belgien).  

Für den regulären Behandlungsversuch mit MYC wurde die cDNA mit dem Transcriptor First 

Strand cDNA Synthesis Kit synthetisiert und die Expression mit StepOne Plus ™ (39) 

gemessen. Die Expressionswerte wurden wie zuvor beschrieben auf das geometrische Mittel 

der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT1) normiert (38). Die 

Datenanalyse und komparative Quantifizierung wurden mit der StepOne Software v2.3 (39) 

nach Protokoll durchgeführt (39).  

 

2.2.3.2 Western Blot 

Der Western Blot ist die Standard-Methode zur Detektion eines spezifischen Proteins in Proben. 

Durch Proteindenaturierung und Elektrophorese werden die Proteine der Größe nach getrennt. 

Die gewünschten Ziel-Proteine werden dann mit spezifischen Antikörpern markiert. Durch 

Reaktion der am Protein gebundenen Antikörper mit einem Luminol-Agens ist die 

Visualisierung der markierten Proteine möglich. 

In der vorgelegten Arbeit wurden BRD4, PLK1 und verschiedene zugehörige Targets getestet, 

um den Effekt der Substanzen auf die Proteinexpression zu ermitteln und zu quantifizieren.  

Für BRD4 wurden MYC, WEE1, CCND1 und E2F1 als Targets untersucht (6, 40), für PLK1 

waren es MYC, WEE1 und phospho-PLK1 (27, 41, 42). In allen Versuchen wurde Beta-Actin 

als Kontrolle für den Nachweis von in den Zelllinien ubiquitär vorhandenen Proteinen getestet. 

Die Zelllinien wurden in einer 10cm großen Petrischale mit einer Konzentration von 300.000 

Zellen pro 10-cm-Schale gezüchtet. Nach 24 Stunden wurden sie mit MK-8628 (20 nM), 

Volasertib (5 nM), einer Kombination aus beiden oder DMSO als Kontrolle behandelt. Nach 

weiteren 24 Stunden wurden die Zellen gesammelt, inklusive toter Zellen. Mit 

RadioImmunoPrecipitation Assay (RIPA)-Puffer (15 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 mM 
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EGTA, 2% Triton X-100), supplementiert mit Protease- und Phosphatase-Inhibitoren 

(cOmplete mini EDTA-free und PhosSTOP, Roche), wurde aus Zellpellets Protein-Lysat 

extrahiert. Die Konzentration der Proteine wurde anhand der Standardreihe des bovinen 

Serumalbumins (BSA) und mit Bicinchoninsäure (BCA)-Reagenz gemäß Protokoll bestimmt 

(43). Für die Elektrophorese wurden alle Lysate mit der gleichen Proteinkonzentration pro 

Probe mit jeweils angemessenen Menge an Laemmli-Puffer (Bio-Rad Laboratories, California, 

USA) gemischt und zur Proteindenaturierung für 10 Minuten auf 95 °C aufgeheizt. Die 

Elektrophorese wurde auf NuPAGE 10% Bis-Tris Gel (Invitrogen) mit einer Spannung von 120 

V durchgeführt, gefolgt von Elektrotransfer der Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-

Membran bei 90 V. Die Membran wurde mit 10% fettfreier trockener Milch beziehungsweise 

5% BSA für Phospho-Antikörper in Tris-buffered saline with Tween20 (TBS-T)-Puffer für 

mindestens eine Stunde geblockt, dann mit primären Antikörpern in 10% fettfreier trockener 

Milch (bzw. 5% BSA für Phospho-Antikörper) über Nacht bei 4°C inkubiert. Die verwendeten 

primären Antikörper sind in Tabelle 1 aufgelistet. Die Membran wurde anschließend drei Mal 

in TBS-T gewaschen und mit sekundären Antikörpern in 10% fettfreier trockener Milch (bzw. 

5% BSA für Phospho-Antikörper) für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Als 

sekundäre Antikörper wurden mit Meerrettichperoxidase (Horseradish peroxidase, HRP)-

konjugierte Ziege-anti-Kaninchen-IgG (111-035-003, Dianova, Hamburg, Germany) oder 

HRP-konjugierte Ziege-anti-Maus-IgG (115-035-003, Dianova) mit einer Verdünnung von 

1:3000 verwendet. Die Proteine wurden unter Verwendung des ImmunoCruz™ Western 

Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz) visualisiert und mit dem Chemilumineszenz-Imaging-

Gerät FusionFX7 (Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland) detektiert.  

 

Tabelle 1:  Liste der für die Western Blot-Experimente verwendeten Antikörper 

Antikörper gegen Verdünnung ID Firma 

MYC 1:500 #9402 Cell Signaling Technology 

BRD4 1:200 sc-48772 Santa Cruz 

WEE1 1:1000 sc-5285 Santa Cruz 

CCND1 1:500 #2922 Cell Signaling Technology 

E2F1 1:200 AF4825 R&D Systems 

PLK1 1:500 sc-5585 Santa Cruz 

phospho-PLK1 1:200 ab39068 Abcam 

Beta-Aktin 1:20000 3700S Cell Signaling Technology 
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2.2.4 Genexpressionsanalyse 

Die Behandlung der Zellen mit den untersuchten Substanzen führt zu Veränderungen in der 

Aktivität vieler Gene. Anhand der Genexpressionsanalyse ist es möglich, diese Veränderungen 

zu visualisieren und zu vergleichen, um ein Gesamtbild zu verschaffen. Mit der DNA-

Microarray-Technik kann man die Genaktivität messen, unter der Annahme, dass die Menge 

an mRNA-Molekülen mit dem Grad der Expressionsaktivität des Gens korreliert. Zwei 

Probesets von Zellen oder Geweben, die verglichen werden sollen (z.B. behandelte Zellen vs. 

unbehandelte Kontrolle), werden vorbereitet. Nach Isolierung der mRNA wird cDNA gebildet 

und die Probesets werden mit verschiedenen fluoreszenten Markern markiert (z.B. grün für 

unbehandelte, rot für behandelte Proben). Der DNA-Microarray-Chip beinhaltet verschiedene 

kurze DNA-Sequenzen (Oligonukleotide), woran die cDNA durch Hybridisierung binden kann. 

Wenn die cDNA beider Probesets am gleichen Oligonukleotid in gleicher Menge bindet, wird 

dieses Well bei der Messung gelb leuchten. Gibt es bei einem der Probesets eine Mehrheit einer 

bestimmten cDNA, wird das entsprechende Well mit komplementärer Sequenz ein stärkeres 

fluoreszierendes Signal zeigen. Im hier beschriebenen Fall bedeutet ein grünes Areal weniger 

Genexpression in behandelten Zellen und rot eine höhere Expression. Dieser Unterschied wird 

als differenzierte Expression bestimmten Genen zugeordnet und für die weitere Analyse 

verwendet. 

In dieser Studie wurde die HD-MB03-Zelllinie mit 1 × 105 Zellen pro Well in 6-Well-Platten 

ausgesät und nach 12 Stunden mit einer 500 nM-MK-8628-Lösung oder mit der DMSO-

Kontrolle behandelt. Die Gesamt-RNA wurde mit RNeasyMini-Kits (Qiagen) extrahiert und 

mit dem Affymetrix Human Gene Expression Array (HG-U133 Plus 2.0, Affymetrix, Santa 

Clara, CA, USA) wie beschrieben gemessen (14). Robust Multiarray Averaging (RMA) ist eine 

Methode, um die erhaltenen Microarray.CEL-Daten durch Affymetrix Microarrays zu 

normalisieren und mit einer Hintergrundkorrektur zusammenzufassen, damit die Daten gleich 

verteilt und vergleichbar sind (44). Für die weitere Analyse wurden alle Gene mit einem Wert 

von log2-Expression ≥ 1,5 und p-Werte ≤ 0,01 als verändert exprimiert angenommen. Die 

differenzierte Genexpressionsanalyse dieser ausgewählten Daten wurde mit dem Limma-

Package durchgeführt (45). Von diesem Ergebnis wurden die 50 am meisten differenziell 

exprimierten Gene durch hierarchisches Clustering mit euklidischer Distanz der log2-

Expressionswerte visualisiert.  

Die Enrichment-Analyse der Daten wurde anhand von zwei Methoden durchgeführt. Gene 

Ontology (GO) ist eine Ontologie-Datenbank von GO-Termini (Annotation), die der Funktion 

einzelne Gene zugeordnet sind. Hieraus kann man Informationen über die Funktion spezifischer 
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Gene auf molekularer Ebene, ihre Rolle in biologischen Prozessen in Zellen (Signalwege und 

Programme) und ihre Aufenthaltsorte in Zellen erhalten. Anhand dieser Datenbank und der GO-

Enrichment-Analyse kann man die Fraktion des spezifischen Gens in einem Signalweg 

zwischen Standardwert und Proben vergleichen und visualisieren, ob diese hoch repräsentiert 

ist. 

Die Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) ist eine andere Methode für die Untersuchung von 

im Vorfeld festgelegten Gengruppen auf signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen 

Phänotypen (46-48). Die Gengruppen können zum Beispiel die Gene sein, die dem gleichen 

Stoffwechselweg oder Signalweg angehören. Diese Gengruppen werden nach dem berechneten 

Enrichment Score rangiert und die hoch- oder herunterregulierten Gene werden visualisiert. In 

dieser Studie wurden beide Analysen mit clusterProfiler-Package in R durchgeführt unter 

Verwendung von Onkogen-c6-Signaturen aus der Molecular Signatures Database (MSigDB) 

(46-48). Zusätzlich wurden die MYC-Signature Scores von mit MK-8628 behandelten HD-

MB03-Zellen anhand existierender Signatures (49-53) analysiert und die Ergebnisse mit den 

Resultate der von JQ1-Behandlung an Zellen derselben Zelllinie verglichen (6, 14). 

 

2.2.5 In vivo Behandlung der Xenograft-Mäuse 

Der anti-tumorale Effekt des MK-8628 wurde weiterhin in vivo an Xenograft-Mäusen geprüft. 

Die Medulloblastom-Zelllinie HD-MB03 wurde bis zu einer Konfluenz von 80% kultiviert, 

anschließend geerntet und in 200 µl MatrigelTM (BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland) 

suspendiert. Die gewonnene Suspension wurde in die linke Flanke von 4 Wochen alten, 

weiblichen, thymusaplastischen (nu/nu) Mäusen subkutan injiziert (1 × 107 Zellen pro Maus, n 

= 22 Mäuse). Nachdem die Tumoren eine Größe von 150 bis 200 mm³ erreicht hatten, wurde 

die Mäusepopulation nach dem Zufallsprinzip in drei Gruppen eingeteilt, von denen die eine 

MK-8628-SD (solid dispersion, Feststoffdispersion) erhielt. Daneben gab es eine Positiv- und 

eine Negativkontrollgruppe. Um einen klinisch relevanten Zustand herzustellen, wurde die 

Behandlung erst nach Erreichen von mindestens 200 mm3 Tumorgröße begonnen. Die Mäuse 

der erstgenannten Gruppe wurden täglich mit 25 mg/kg MK-8628-SD (n = 7) bzw. zweimal 

täglich mit 25 mg/kg MK-8628-SD (n = 6) behandelt. In der Positivkontrollgruppe (n = 3) 

wurden zweimal wöchentlich 100 mg/kg Cyclophosphamid verabreicht, während die 

Negativkontrolle (n = 6) lediglich täglich Wasser erhielt. Zur Verabreichung aller genannten 

Substanzen wurde eine Magensonde verwendet. Das Tumorwachstum wurde mit einem Kaliber 

gemessen und das Tumorvolumen mit der Formel (Breite × Länge × Höhe)/2 berechnet. Wenn 

die Tumorgröße 2500 mm³ überschritt, wurden die Mäuse durch Genickbruch getötet. 
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Zur Beurteilung der Kurzzeitwirkung der MK-8628-Behandlung auf die molekularen 

Merkmale von Tumoren wurden 6 Dosen à 50 mg/kg Körpergewicht MK-8628-SD bzw. 

Wasser (n = 3 Mäuse pro Gruppe) nach 0, 12, 24, 36, 48, 60 und 72 Stunden verabreicht. Diese 

Mäuse wurden 4 Stunden nach der letzten Behandlung durch Genickbruch getötet, und die 

Xenotransplantat-Tumoren wurden aus allen Tieren entnommen und in jeweils zwei Hälften 

geteilt. Die eine Hälfte des Gewebes wurde in flüssigem Stickstoff eingefroren und dann bei -

80ºC gelagert; die andere Hälfte wurde mit Formalin fixiert und zur immunhistochemische 

Analyse in Paraffin eingebettet. Die Gewebe wurde mit primären Antikörper gegen Ki-67 (1:50, 

pH 6; #275R-16, Cell Marque) beziehungsweise Cleaved Caspase-3 (1:100, pH 6; #9661, Cell 

Signaling Technology) mit entsprechenden sekundären Antikörper (Histofine Simple Stain 

MAX PO, Medac) zur Reduktion der Hintergrund mithilfe der LabVision Autostainer 480S 

(Thermo Scientific) gefärbt. Die Objektträger wurden mit dem Pannoramic 250 slide scanning 

programs (3D Histech) aufgenommen. Alle Tierversuche wurden gemäß den Richtlinien des 

Europarates für die Unterbringung und Pflege von Labortieren durchgeführt; die Protokolle 

wurden von der Ethikkommission für Tierversuche am Universitätsklinikum Essen genehmigt. 

  

2.2.6 Synergismus 

Für die Analyse des Synergismus zweier unterschiedlichen Substanzen wurden die zu testenden 

Zelllinien in 96-Well-Platten mit einer Konzentration von 500 Zellen pro Well ausgesät und 

nach 24 Stunden mit der entsprechenden Konzentrationsreihe von Substanzen (angepasst an die 

jeweiligen IC50-Werte) behandelt. Nach 72 Stunden wurden die Zellen mit CellTiter-Glo-

Reagenz gemischt und nach 10 Minuten die Fluoreszenzsignale mit einem Glomax Microplate 

Reader (33) gemessen. Anhand der Ergebnisse wurde mittels Microsoft Excel die 

Inhibitionsrate des Zellwachstums berechnet und mithilfe des R-Packages synergyfinder die 

Inhibition und der Bliss-Score (für Synergismus bei zwei unabhängig voneinander wirkenden 

Substanzen) berechnet und visualisiert (54). 

 

2.2.7 Statistische Analyse 

Zur Berechnung der IC50- oder AUC-Werte sowie zur graphischen Darstellung der Kaplan-

Meier-Kurve mit dem log-rank-Test der unbehandelten und behandelten Mäuse wurde Graph 

Pad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc.) verwendet. Dieses Programm wurde außerdem für die 

Durchführung eines doppelten t-Tests zum Vergleich aller intervallskalierten Variablen sowie 

eines chi-square Test für alle kategorischen Variablen genutzt. Die chemilumineszenten 

Bilddaten des Western Blot wurden mithilfe von Fiji (NIH Image, Maryland, USA) analysiert. 
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Die Berechnung und Visualisierung der Excess-over-Bliss-Werte erfolgte mit dem R-Packet 

synergyfinder (54). 

 

 

2.3   Ergebnisse 

Die Studie (21) verfolgte zwei übergeordnete Ziele: Erstens sollte der anti-tumorale Effekt des 

BRD4-Inhibitors MK-8628 in präklinischen Modellen des Medulloblastoms in vitro und in vivo 

im Vergleich zu BET-Inhibitoren früherer Generation evaluiert werden. Zweitens sollte der 

synergistische Effekt der kombinierten Behandlung mit einem BRD4- und einem PLK1-

Inhibitor als eine neue Möglichkeit in der Therapie des Medulloblastoms untersucht werden. 

Die Ergebnisse der Monosubstanzbehandlung mit MK-8628 sowie der Kombinationstherapie 

werden hier zusammengefasst.  

 

2.3.1 Monotherapie der Medulloblastom-Zelllinien mit BRD4-Inhibitor MK-8628 in 

vitro und in vivo 

2.3.1.1 MK-8628 reduziert Zellviabilität der Medulloblastom-Zelllinien 

Der BRD4-Inhibitor MK-8628 zeigte sich in den vier Medulloblastom-Zelllinien HD-MB03 

(Gruppe 3 mit MYC-Amplifikation, Hochrisiko-Gruppe), ONS-76 und DAOY (SHH-Gruppe 

mit hoher MYC-Expression ohne Amplifikation), UW228 (SHH-Gruppe mit niedriger MYC-

Expression) als effektiv durch signifikante Reduktion der Zellviabilität schon bei niedrigen 

Konzentrationen zwischen 142,0 und 448,6 nM ((21) Abb. 1A, Suppl. Abb. 1A, Suppl. Abb. 

1B). Die Zelllinien mit hohem MYC-Expressionsgrad (HD-MB03, DAOY und ONS-76) 

zeigten niedrigere IC50-Werte als die Zelllinie mit niedriger MYC-Expression (UW228) ((21) 

Abb. 1A, Suppl. Abb. 1A).  

Gleichzeitig führte die Behandlung mit MK-8628 zur Reduktion der Zellproliferation ((21) 

Abb. 1B, Suppl. Abb. 1C) und induzierte Zelltod durch Apoptose in den Medulloblastom-

Zelllinien ((21) Abb. 1C, Suppl. Abb. 1D). Dieser Effekt ist in der MYC-amplifizierten Zelllinie 

HD-MB03 am deutlichsten erkennbar (21) .  

Die Zellzyklusanalyse zeigte, dass die MK-8628-Behandlung der Zelllinie HD-MB03 zu einer 

Zunahme der Zellfraktion in der Sub-G1-Phase und eine Abnahme an Zellen in der G1- und S-

Phasen führte ((21) Abb. 1D, 1E, 1F).  

Diese Ergebnisse zeigten insgesamt, dass MK-8628 einen ähnlichen anti-proliferativen Effekt 

in Medulloblastom-Zelllinien wie vorher beschriebene BET-Inhibitoren besitzt (21). 
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2.3.1.2 Suppression des MYC-Expressionsprogramms durch MK-8628 

Der Western Blot der mit MK-8628 behandelten Medulloblastom-Zelllinien zeigte eine 

unveränderte BRD4-Expression und variable Reduktion der Proteinexpression der Targets des 

BRD4 wie MYC, WEE1, E2F1 und CCND1 ((21) Abb. 2A, 2B, Suppl. Abb. 1E). Die an der 

Zelllinie HD-MB03 durchgeführte RT-qPCR zeigte entsprechend eine Reduktion im Gehalt der 

mRNA-Transkripte für MYC und CCND1. Eine Kurzzeitbehandlung, gefolgt von einem 

Washout, führte zu einer Reduktion der CCND1-mRNA für mindestens 24 Stunden nach der 

Behandlung, was auf einen Langzeiteffekt des MK-8628 hinweist ((21) Abb. D).  

Der Effekt des MK-8628 auf das MYC-Expressionsprograms in vitro wurde an der MYC-

amplifizierten Zelllinie HD-MB03 anhand einer Genexpressionsanalyse mit einem Gene 

Microarray evaluiert. Es zeigte sich ein klarer Unterschied zwischen der DMSO-Kontrolle und 

der mit MK-8628 behandelten Probe in den 50 am meisten differenziert exprimierte Genen 

((21) Abb. 2E). MK-8628 führte zu einer ähnlichen Unterbrechung von 

Genexpressionsprogrammen der MYC/MYCN-Targets wie der ältere BET-Inhibitor JQ1 ((21) 

Abb. 2F). Ferner wurden anhand der Gene Ontology (GO)-Analyse Störung in für den 

Zellzyklus wichtigen Signalwege wie der Chromatinregulation gefunden, was der 

beschriebenen Funktion von BRD4 entspricht ((21) Abb. 2G). Die Gene Set Enrichment-

Analyse (GSEA) zeigte 50 signifikant veränderte Signalwege. Darunter waren auch BET-

relevante Wege wie MYC- und E2F-Signalwege signifikant herunterreguliert ((21) Abb. 2H). 

Zusammenfassend störte MK-8626 effektiv das BRD4-regulierte Expressionsprogramm im 

MYC-abhängigen Medulloblastom (21). 

2.3.1.3 Oral appliziertes MK-8628 führt zu Tumorsuppression und Induktion von 

Apoptose in Xenograft-Mäusen mit MYC-amplifizierten Medulloblastomen 

Basierend auf den positiven Ergebnissen der Experimente in vitro wurde eine Untersuchung 

der Wirkung von MK-8628 auf das MYC-amplifizierte Hochrisiko-Medulloblastom in vivo 

durchgeführt (21). Die orale Applikation von MK-8628 bei Xenograft-Mäusen mit Tumoren 

aus der HD-MB03-Zelllinie führte zu einer signifikanten Reduktion des Tumorvolumens über 

die Zeit ((21) Abb. 3A), begleitet von einer signifikant verbesserten Überlebensrate dieser 

Mäuse im Vergleich zur Negativkontrolle ((21) Abb. 3B). MK-8628 war trotzdem weniger 

effektiv als das in der Positivkontrolle verwendete Cyclophosphamid und wirkte nicht kurativ 

auf den Tumor ((21) Abb. 3A und 3B). Es ist auch zu erwähnen, dass sich zwischen der 

einmaligen und zweimaligen Behandlung von Xenograft-Mäuse mit MK-8628 kein 

signifikanter Unterschied im Tumorwachstum zeigte ((21) Abb. 3A und 3B). Die 

immunhistochemische Untersuchung der Tumoren aus mit MK-8628 behandelten Mäusen 
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zeigte eine signifikante Abnahme im Anteil der proliferierenden Zellen (sichtbar gemacht durch 

Ki67-Färbung) sowie eine signifikante Zunahme apoptotischer Zellen (identifiziert mithilfe von 

Cleaved Caspase-3-Färbung) ((21) Abb. 3C und 3D). Diese Ergebnisse sind konsistent mit den 

Resultaten der Versuche in vitro (21).  

 

2.3.2 Kombinationstherapie der Medulloblastom-Zelllinien mit BRD4-Inhibitor 

MK-8628 und PLK1-Inhibitor Volasertib oder GSK461364A in vitro 

Obwohl MK-8628 sowohl in vitro als auch in vivo einen signifikanter anti-tumoralen Effekt 

gegen Medulloblastome zeigte ((21) Abb. 1, Abb. 2, Abb. 3), war seine Wirkung wie bei den 

BET-Inhibitoren der früheren Generation nicht ausreichend, um eine dauerhafte 

Tumorregression zu erzielen (6, 21). Daher wurde in der vorgelegten Studie nach weiteren 

Agenzien, die ebenfalls auf die MYC-Expression und dessen Signalwege abzielen, als 

Kombinationspartner für MK-8628 gesucht (21). Bei den PLK1-Inhibitoren ist eine Wirkung 

gegen Medulloblastome durch Hemmung der Zellproliferation und Desregulation der MYC-

Stabilität bekannt (27, 29, 30). Außerdem wurde erst kürzlich ein synergistischer Effekt solcher 

PLK1-Inhibitoren kombiniert mit einem BRD4-Inhibitor in Leukämiezellen gezeigt (32). Aus 

diesem Grund ist die Untersuchung der Wirksamkeit dieser Kombination gegen 

Medulloblastome als sinnvoll zu erachten (21). 

Aus der Gruppe der PLK1-Inhibitoren wurde in dieser Studie Volasertib (BI-6727) ausgewählt 

(21). Zuerst wurde seine Wirkung im Medulloblastom durch ein Zellviabilitätsassay geprüft. 

Dabei zeigte sich eine signifikante Reduktion der Zellviabilität in allen vier Zelllinien schon 

bei niedrigen Konzentrationen der Wirkstoffe (4,1 nM – 32,4 nM) ((21) Abb. 4A). In den 

Zelllinien mit hohem MYC-Gehalt (HD-MB03, DAOY und ONS-76) waren die IC50-Werte 

niedriger als in der Zelllinie mit niedrigerer MYC-Expression (UW228). Die MYC-amplifizierte 

HD-MB03-Zelllinie reagierte am sensitivsten gegenüber einer Behandlung mit dem PLK1-

Inhibitor ((21) Abb. 4A).  

In neueren Studien über Volasertib wurde über dessen Fähigkeit berichtet, in hohen 

Konzentrationen (350 nM – 770 nM) auch an BRD4 zu binden (55). Obwohl diese 

Konzentrationen viel höher liegen als in den in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten, 

wurde zusätzlich GSK461364A als spezifischeren Inhibitor der PLK1 getestet, um den 

Synergismus unabhängig von off-Target-Wirkungen bewerten zu können (21). Das 

Zellviabilitätsassay mit GSK461364A wurde wie oben beschrieben durchgeführt und zeigte 

wiederum eine signifikante Reduktion der Zellviabilität in allen vier Zelllinien bei niedrigen 

IC50 (7,6 nM – 170,9 nM, außer bei DAOY mit IC50 = 5285,0 nM) (Suppl. Abb. 2A). 
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Anhand dieser Daten wurde als nächstes den Synergismus des PLK1-Inhibitors mit dem BRD4-

Inhibitor bewertet (21). Basierend auf den IC50-Werte wurden für jede Substanz eine 

Konzentrationsreihe aus jeweils sechs verschiedenen Konzentrationen hergestellt und zur 

Behandlung von vier Medulloblastom-Zelllinien kombiniert (21). Bei der Kombination von 

MK-8628 mit Volasertib ergab die Excess-over-Bliss-Analyse einen synergistischen Effekt für 

die Zelllinien HD-MB03, DAOY und ONS-76 ((21) Abb. 4B, Suppl. Abb. 2B). Der stärkste 

Synergismus zeigte sich in den Zelllinien DAOY und ONS-76, während die Kombination in 

der MYC-armen Zelllinie UW228 interessanterweise antagonistisch wirkte ((21) Suppl. Abb. 

2B). Dieses Ergebnis könnte ein Hinweis darauf sein, dass die Effektivität des kombinierten 

BRD4-PLK1-Inhibitors MYC-abhängig ist (21). Die Kombination aus MK-8628 und 

GSK461364A ergab ebenfalls einen synergistischen Behandlungseffekt in Medulloblastom-

Zelllinien ((21) Suppl. Abb. 2C). Die größte Wirkung wurde in den MYC-reichen Zelllinien 

DAOY und HD-MB03 gezeigt ((21) Suppl. Abb. 2C). 

Auf der molekulare Ebene zeigten sich die Effektivität der Kombination aus MK-8628 und 

Volasertib konsistent mit dieser Ergebnis des Synergy-Scores: in der MYC-amplifizierten 

Zelllinie HD-MB03 wurde die mRNA-Expression von MYC durch die 

Kombinationsbehandlung signifikant supprimiert ((21) Abb. 4C). Auch in der 

Proteinexpression von MYC, CCND1 und WEE1 wurde nach Kombinationsbehandlung eine 

größere Reduktion beobachtet als bei einer Monosubstanzbehandlung, begleitet durch eine 

signifikante Reduktion der Expression von autophosphorylierten pPLK1, die als ein Marker für 

die PLK1-Aktivität dient ((21) Abb. 4C und 4D). Übereinstimmend wurde nach kombinierter 

Behandlung in der Zellzyklusanalyse von HD-MB03- und DAOY-Kulturen eine signifikante 

Zunahme der Zellfraktion in der Sub-G1-Phase und eine Abnahme an Zellen in der G1- und S-

Phase im Vergleich zur Monosubstanzbehandlung festgestellt ((21) Abb. 4E, 4F, 4G, Suppl. 

Abb. 3).  

 

2.3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Zusammenfassend konnte in der Studie ein antiproliferativer Effekt des niedermolekularen 

BRD4-Inhibitors MK-8628 in Medulloblastomen gezeigt werden, der vergleichbar mit bereits 

beschriebenen BET-Inhibitoren ist. MK-8626 störte effektiv das BRD4-regulierte 

Expressionsprogramm im MYC-abhängigen Hochrisiko-Medulloblastom. Auch in vivo zeigte 

MK-8626 eine effektive Proliferationshemmung und Apoptoseinduktion im MYC-abhängigen 

Medulloblastom, gefolgt von einer signifikanten Reduktion des Tumorwachstums und 

Verlängerung der Überlebenszeit der Xenograft-Mäuse. Diese Ergebnisse heben das Potential 
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von MK-8628 als einen klinisch anwendbaren BRD4-Inhibitor für Medulloblastom-Patienten 

hervor (21). 

Weiterhin zeigte die Kombination aus BRD4- und PLK1-Inhibitoren einen signifikanten, 

synergistischen anti-tumoralen Effekt im Medulloblastom durch effektive Störung der Funktion 

von BRD4 und PLK1, etwa in ihrer wesentlichen Rolle in der Aufrechterhaltung der MYC-

mRNA-Expression sowie der Stabilität des MYC-Proteins (Abb. 3). Somit stellte diese Studie 

die Anwendung einer Kombination aus BRD4- und PLK1-Inhibitoren als Möglichkeit in der 

Therapie des Hochrisiko-Medulloblastoms vor (21). 

 

 

Abbildung 3: Simultane Inhibition von BRD4 und PLK1 durch Kombinationsbehandlung 

führt zu einer effektiveren Reduktion der MYC-Genexpression sowie der MYC-

Proteinstabilität. Durch MK-8628 wird die Interaktion zwischen BRD4 und den acetylierten 

Histonen in der Super-Enhancer-Region aufgehoben, sodass die Transkription der MYC-mRNA 

herabgesetzt wird. Gleichzeitig hemmt Volasertib die MYC-stabilisierende Funktion der PLK1 

und führt so zur schnelleren Degradierung des MYC-Proteins. Durch diese 

Kombinationsbehandlung aus BRD4- und PLK1-Inhibitoren können die MYC-Expression und 

die nachfolgenden MYC-Signalwege effektiv gestört werden (14, 21, 22, 28). 
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2.4   Weiterführende wissenschaftliche Fragestellungen 

2.4.1 Ideale Biomarker für die zukünftige Einführung von BRD4-Inhibitoren in 

klinischen Versuchen 

Für die Einführung von BRD4-Inhibitoren in klinischen Studien ist es essenziell, einen 

passenden Biomarker für die Selektion von Kandidaten zu kennen. Auch wenn der 

Mechanismus des BET-Inhibitors als anti-tumorale Agens nicht uniform und noch nicht in 

vollständig geklärt ist, bleibt die Expression von tumorwachstumsfördernden Onkogenen wie 

MYC das eindeutigste Charakteristikum der auf der Behandlung hypersensitiv reagierenden 

Tumorzellen (18). Wie in vorhergehenden Arbeiten von sowohl unserer als auch weiterer 

Forschungsgruppen wurde in dieser Studie der höchste anti-tumorale Effekt von MK-8628 im 

MYC-amplifizierten Hochrisiko-Medulloblastom beobachtet (21). MK-8628 zeigte aber auch 

einen deutlichen Effekt in der MYC-armen Medulloblastom-Zelllinie UW228, welche zur SHH-

Gruppe der vier Medulloblastom-Subtypen zählt. Tang et al. zeigte, dass BRD4 auch die 

Transkription des GLI-Transkriptionsfaktors beeinflusst, der den SMO-Pathway der Hedgehog-

Signalkaskade reguliert (56). Weitere Studien berichteten, dass alle Gene, die durch Super-

Enhancer reguliert und somit reich an acetylierte Histon und BRD4 sind, hypersensitiv auf 

BRD4-Inhibitoren reagieren (15, 57, 58). MYC und die Aktivität des SHH-Signalwegs sind 

beide messbar und könnten als Biomarker für die Einlasskriterien für klinische Studien dienen. 

Dennoch sind für die Bestimmung von geeigneten Biomarkern für die Einführung von BRD4-

Inhibitoren in klinische Versuche weitere Analysen erwünscht. 

2.4.2 Geeignete pharmakodynamische Marker zur Auswertung der Reaktion des 

Tumors auf die Behandlung mit BRD4-Inhibitoren auf molekularer Ebene 

In der Klinik ist es ebenso wichtig, dass die Wirkung der BRD4-Inhibition effizient messbar 

ist. Auch hier sind das MYC-Protein und die zugehörige MYC-mRNA die zuverlässigsten 

Marker in mit BRD4-Inhibitor behandelten Tumoren (6, 14). Durch BRD4-Inhibition wird, 

obwohl BRD4 ein globaler Regulator der Gentranskription ist, nur eine bestimmte Gruppe von 

Genen in ihrer Transkription gestört, vor allem Onkogene (59). Während der genaue 

Mechanismus dahinter noch ungeklärt ist, stellten Xu und Vakoc folgenden Mechanismus vor: 

BRD4-Inhibitoren supprimieren vorwiegend Gene, die dynamisch durch exogene Stimuli 

sowie mehrere trans- und cis-Regulatoren beeinflusst werden (18). Das gilt für viele 

wachstumsfördernde oder turmorinduzierende Gene, inklusive MYC, die deswegen als 

pharmakodynamische Marker der BRD4-Inhibition angewandt werden können (18). In der 

vorgelegte Studie wurde ebenfalls eine signifikante Suppression der MYC-Expression in 

Medulloblastom-Zelllinien durch die Behandlung mit MK-8628 beobachtet (21), und somit 
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MYC als ein effizienter pharmakodynamischer Marker für künftige klinische Versuche mit 

BRD4-Inhibitoren vorgestellt. 

2.4.3 Vergleich von MK-8628 mit BRD4-Inhibitoren der Vorgängergeneration 

Diese Studie stellte das MK-8628 dem älteren BET-Inhibitor JQ1 gegenüber, um die 

pharmakologischen Charakteristika der beiden Substanzen zu vergleichen und ihre klinische 

Anwendbarkeit zu erwägen. Veränderungen in den untersuchten Genexpressionsmustern nach 

Applikation beider Inhibitoren zeigten eine hohe Gemeinsamkeit und eine ähnliche Spezifität 

gegenüber ihren Targets. Auch wirkten beide Inhibitoren bereits in niedrigen 

Konzentrationsbereichen effektiv gegen das Medulloblastom (6, 21). Der große Unterschied 

besteht darin, dass MK-8628 oral bioverfügbar ist und somit in der Klinik Vorteile hat (24). 

Auch in vivo führte MK-8628 wie JQ1 zur effektiven Suppression der MYC-abhängigen 

Tumoren und zur Verlängerung der Überlebenszeit der Xenograft-Mäuse, und zeigte somit sein 

Potential als BRD4-Inhibitor, der auch in der klinischen Anwendung messbare Effekte 

verspricht. Sowohl JQ1 als auch MK-8628 wirkten jedoch nicht kurativ auf das Xenograft-

Medulloblastom (6, 21). Auch in klinischen Studien in Phase I/II an Patienten mit BRD4-

abhängigem NUT midline carcinoma beobachtete man ein Rezidiv einige Monaten nach 

Remission (60). Da eine Monosubstanzbehandlung mit dem BRD4-Inhibitor nicht suffizient 

gegen das Medulloblastom zu sein scheint, ist der nächste logische Schritt, die Kombination 

von der Substanz mit einem anderen zielgerichteten Agens zu testen, um eine synergistische 

Verstärkung des anti-tumoralen Effektes zu erzielen. 

2.4.4 Kombination vom BRD4-Inhibitor mit weiteren Agenzien wie PLK1-

Inhibitoren zur effektiveren Behandlung 

Es sind verschiedene Wirkstoffe bekannt, die in Kombination mit BRD4-Inhibitoren einen anti-

tumoralen Effekt in präklinischen Studien gezeigt haben. Bei der Auswahl eines weiteren 

Agens ist es wichtig, dass er den Wirkungsmechanismus des BRD4-Inhibitors effektiv 

unterstützen kann. Wie oben beschrieben, beruht die Inhibition von BRD4 auf der Störung der 

MYC-Transkription und -Expression. Über den PLK1-Inhibitor ist bekannt, dass er bei der 

Regulation der MYC-Protein-Stabilität eine wichtige Rolle spielt (42). In einer Studie mit 

akuter myeloischen Leukämie demonstrierte diese Kombination ein sehr gutes Resultat (32). In 

der vorgelegten Studie zeigte die kombinierte BRD4- und PLK1-Inhibition ebenfalls einen 

signifikanten synergistischen Effekt in MYC-reichen Medulloblastom-Subgruppen. In der 

MYC-armen Zelllinie UW228 wurde dagegen ein antagonistischer Effekt beobachtet, was auf 

einen noch zu klärenden Mechanismus der Interaktion zwischen den beiden Inhibitoren 
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hinweist und gleichzeitig das Potenzial von MYC als Marker des simultanen Targeting von 

BRD4 und PLK1 im Medulloblastom erhärtet.  

2.4.5 Möglichkeit eines dualen BRD4/PLK1-Inhibitors 

Interessanterweise wurde es erst kürzlich beschrieben, dass einige Kinase-Inhibitoren 

gleichzeitig dazu fähig sind, an der Acetyl-Lysin-Domäne von BRD4 zu binden. Durch 

Exploration solcher Moleküle haben Wang et al. erfolgreich duale BRD4/PLK1-Inhibitoren 

hergestellt, die selektiv und simultan an BRD4 und PLK1 binden können (61). Basierend auf 

der Beobachtung von synergistischen Effekten der BRD4- und PLK1-Inhibitoren in dieser 

Studie hat unsere Arbeitsgruppe ferner diese neuen dualen BRD4/PLK1-Inhibitoren in MYC-

abhängigen pädiatrischen Tumoren getestet unter der Hypothese, dass ein gleichzeitiges 

Targeting von zwei MYC-Regulatoren durch ein Molekül ebenso eine gute Effektivität zeigen 

kann (62). Durch Screening von 49 verschiedenen dualen Inhibitoren wurden zwei Kandidaten 

ermittelt, UMB160 und UMB103, die eine hohe Inhibitionsfähigkeit ihrer Targets, breite 

therapeutische Fenster und weniger Toxizität gegenüber normalen Zellen aufwiesen (62). Wie 

erwartet zeigte die duale Inhibition einen signifikanten anti-tumoralen Effekt im MYC-

abhängigen Medulloblastom, Neuroblastom und Rhabdomyosarkom in vitro (62). Im 

Medulloblastom führten beide duale Inhibitoren in niedrigen Konzentrationen zu einer 

signifikanten Reduktion der Zellviabilität in allen vier Zelllinien ((62) Suppl. Abb. 5C und 5D). 

Sie senkten ferner effektiv die Proteinexpression des MYC und seiner Targets in einem 

ähnlichen Ausmaß wie die synergistische Kombinationsbehandlung aus BRD4- und PLK1-

Inhibitoren ((62) Abb. 5A). Zellzyklusanalyse von mit UMB160 und UMB103 behandelten 

Hochrisiko-Medulloblastomen der Zelllinie HB-MB03 zeigte eine signifikante Abnahme der 

Zellfraktionen in der S- und G1-Phase bei gleichzeitiger Zunahme der Zellfraktion in der Sub-

G1-Phase ((62) Suppl. Abb. 6H-6K). Die signifikanten Effekte der niedermolekularen dualen 

BRD4/PLK1-Inhibitoren auf Ebene der Zellproliferationshemmung, die Störung der 

Proteinexpression der BRD4- und PLK1-Targets, sowie der Zellzyklusarrest stellen ihr 

Potential als effektives Mittel gegen MYC-abhängige Tumore, wie die Hochrisiko-Gruppe des 

Medulloblastoms, auf ein klinisch relevantes Niveau (62). 
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entstanden die Abbildungen 1A, 1D-F, 2A-C, 4A-H, sowie die ergänzende Abbildungen 1A, 

2A-C, und 3A-C. Die zum Zeitpunkt des Promotionsbeginns bereits vorhandenen Daten aus 

dem Gene Microarray, aus der in vivo-Experimenten mit Xenograft-Mäusen sowie ein Teil der 

in vitro-Experimenten wurden von ihr re-evaluiert und analysiert. Darauffolgend wurden die 

Abbildungen 1B-C, 2D-E, 2G-H, 3A-B, die ergänzende Abbildungen 1C-D, 1F, sowie die 

ergänzende Tabellen 1 – 2 eigenständig von Youjia Han erstellt. Die Abbildungen 2F, 3C, 3D 

sowie die ergänzende Abbildungen 1B und 1E wurden basierend auf den existierenden 

https://doi.org/10.1016/j.canlet.2018.12.012
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304383518307274
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Abbildungen von ihr überarbeitet.  

 

Die Literaturrecherche für die obengenannte Publikation erfolgte bis auf die Auswahl einzelner 

Referenzen eigenständig durch die Promovendin Youjia Han. 

 

Die strukturelle Gliederung und inhaltliche Formulierung des Papers erfolgte zum großen Teil 

durch Youjia Han. Insbesondere die Punkte „Abstract“, „1. Introduction“ und “4. Discussion” 

wurden maßgeblich durch Youjia Han verfasst. An der Erstellung des Punktes „2. Materials 

and Methods“ und „3. Results” war die Promovendin zu einem großen Teil beteiligt. An der 

Erstellung des Punktes „2.5. Affymetrix microarrays, gene ontology and gene set enrichment 

analysis” war sie zum Teil beteiligt. An der Erfassung von „2.7. In vivo treatment of xenograft 

tumors in nude mice” sowie „3.3. Oral treatment with MK-8628 reduces tumor growth and 

induces apoptosis of human MYC-amplified group 3 medulloblastoma xenografts“ war sie nicht 

beteiligt. In der Revision führte Youjia Han die zusätzlichen Experimente und inhaltlichen 

Korrekturen durch. 

 

Zusammenfassend war die Promovendin Youjia Han maßgeblich an dem Design der Arbeit und 

der Durchführung der Experimente, der Literaturrecherche, der statistischen Auswertung sowie 

an der Erstellung, Überarbeitung und dem Review-Prozess des Papers beteiligt und erstellte 

sämtliche Grafiken und Tabellen eigenständig.  
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Ergänzende Materialien aus der Publikation 
 

 

Supplementary Figure 1. (A) Area under the curve (AUC) of dose-response curves of MYC-

amplified vs. non MYC-amplified high-MYC expressing vs. non MYC-amplified low-MYC 

expressing medulloblastoma cell lines treated with MK-8628. (B) Relative number of cells over 

time as measured using xCelligence impedance measurements of HD-MB03 medulloblastoma 

cells treated with MK-8628 (250 nM, 500 nM, 1000 nM) compared to DMSO treated control. 

(C) Relative BrdU incorporation of four medulloblastoma cell lines treated with MK-8628 (250 

nM and 500 nM) or DMSO control for 48h (left) and 72h (right). (D) Relative amount of cell 

death, determined through detection of cytoplasmic histone-associated DNA fragments in 

medulloblastoma cell lines treated with MK-8628 (250 nM, 500 nM) or DMSO control for 48h 

(left) and 72h (right). (E) Protein expression as measured using western immunoblotting of 

known BRD4 target genes compared after treatment of four medulloblastoma cell lines with 

MK-8628 (500 nM) for 24h or 48h compared to no treatment control. (F) BRD4 mRNA 

expression of medulloblastoma cell line HD-MB03 treated for 1 or 3 hours with 500 nM MK-

8628 or DMSO control, measured at 3, 6, 12 or 24 hours after treatment washout.  
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Supplementary Figure 2. (A) Dose response of four medulloblastoma cell lines treated with 

the PLK1 inhibitor GSK461364A for 72h. Inhibitory concentrations of 50% viability (IC50) are 

stated in the diagram.  (B) Excess over Bliss analysis of medulloblastoma cell lines treated with 

combinations of MK-8628 and Volasertib for 72h (red color indicates synergy). (C) Excess 

over Bliss analysis of medulloblastoma cell lines treated with combinations of MK-8628 and 

GSK461364A for 72h (red color indicates synergy).  
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Supplementary Figure 3. (A) FACS-based measurement of the cell cycle distribution of 

DAOY cells after treatment with DMSO control, MK-8628 (500 nM), Volasertib (20 nM), or 

combination of both (500 nM MK-8628 + 20 nM Volasertib) for 24h. (B) Fraction of DAOY 

cells in each cell cycle phase after treatment with DMSO control, MK-8628 (500 nM), 

Volasertib (20 nM), or combination of both (500 nM MK-8628 + 20 nM Volasertib) for 24h. 

(C) Fraction of DAOY cells in S phase as measured in (B) (Student’s t-test: * = p < 0.05, ** = 

p < 0.01, *** = p < 0.001). 
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Supplementary table 1. List of Gene Ontology (GO) terms significantly changed after MK-

8628 treatment of HD-MB03 cells. 

  
ID Description GeneR

atio 

BgRatio p.adjust qvalue 

1 GO:0002227 innate immune response in mucosa 8/306 21/15992 8.97994E-06 8.4026E-06 

2 GO:0031497 chromatin assembly 16/306 151/15992 2.87923E-05 2.69412E-05 

3 GO:0006323 DNA packaging 18/306 193/15992 2.87923E-05 2.69412E-05 

4 GO:0006334 nucleosome assembly 15/306 132/15992 2.87923E-05 2.69412E-05 

5 GO:0006333 chromatin assembly or disassembly 17/306 176/15992 3.22752E-05 3.02001E-05 

6 GO:0034728 nucleosome organization 16/306 161/15992 4.20987E-05 3.93921E-05 

7 GO:0002385 mucosal immune response 8/306 31/15992 4.20987E-05 3.93921E-05 

8 GO:0002251 organ or tissue specific immune 

response 

8/306 33/15992 6.2709E-05 5.86773E-05 

9 GO:0019731 antibacterial humoral response 8/306 43/15992 0.000492981 0.000461286 

10 GO:0042462 eye photoreceptor cell development 7/306 31/15992 0.000519205 0.000485824 

11 GO:0007601 visual perception 16/306 203/15992 0.000574142 0.000537229 

12 GO:0050953 sensory perception of light stimulus 16/306 207/15992 0.000679504 0.000635817 

13 GO:0071103 DNA conformation change 18/306 273/15992 0.001420804 0.001329457 

14 GO:0061844 antimicrobial humoral immune 

response mediated by antimicrobial 

peptide 

8/306 53/15992 0.001640782 0.001535292 

15 GO:0042461 photoreceptor cell development 7/306 40/15992 0.002117336 0.001981207 

16 GO:0001754 eye photoreceptor cell 

differentiation 

7/306 42/15992 0.002779849 0.002601126 

17 GO:0035914 skeletal muscle cell differentiation 8/306 63/15992 0.005002835 0.004681191 

18 GO:0007178 transmembrane receptor protein 

serine/threonine kinase signaling 

pathway 

18/306 309/15992 0.005495319 0.005142012 

19 GO:0065004 protein-DNA complex assembly 15/306 228/15992 0.006055471 0.00566615 
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20 GO:0071824 protein-DNA complex subunit 

organization 

16/306 259/15992 0.006804871 0.006367369 

21 GO:0007517 muscle organ development 19/306 359/15992 0.010457431 0.009785097 

22 GO:0071478 cellular response to radiation 12/306 165/15992 0.01176091 0.011004772 

23 GO:0060395 SMAD protein signal transduction 7/306 55/15992 0.01176091 0.011004772 

24 GO:0046530 photoreceptor cell differentiation 7/306 56/15992 0.012633647 0.011821399 

25 GO:0007179 transforming growth factor beta 

receptor signaling pathway 

12/306 168/15992 0.012633647 0.011821399 

26 GO:2000177 regulation of neural precursor cell 

proliferation 

8/306 76/15992 0.012633647 0.011821399 

27 GO:0009584 detection of visible light 7/306 57/15992 0.012633647 0.011821399 

28 GO:0003407 neural retina development 7/306 58/15992 0.013630397 0.012754065 

29 GO:0045814 negative regulation of gene 

expression, epigenetic 

10/306 124/15992 0.015595999 0.014593294 

30 GO:0090092 regulation of transmembrane 

receptor protein serine/threonine 

kinase signaling pathway 

13/306 206/15992 0.019279815 0.018040268 

31 GO:0050830 defense response to Gram-positive 

bacterium 

8/306 85/15992 0.02306357 0.021580757 

32 GO:0061351 neural precursor cell proliferation 10/306 132/15992 0.02306357 0.021580757 

33 GO:0006342 chromatin silencing 9/306 108/15992 0.02306357 0.021580757 

34 GO:0001654 eye development 17/306 338/15992 0.028422214 0.026594879 

35 GO:0071559 response to transforming growth 

factor beta 

13/306 218/15992 0.02875532 0.02690657 

36 GO:0086002 cardiac muscle cell action potential 

involved in contraction 

6/306 49/15992 0.030343993 0.028393103 

37 GO:0009583 detection of light stimulus 7/306 70/15992 0.033825603 0.031650871 

38 GO:0003283 atrial septum development 4/306 20/15992 0.041193973 0.038545511 

39 GO:0007603 phototransduction, visible light 5/306 35/15992 0.041193973 0.038545511 

40 GO:0071214 cellular response to abiotic stimulus 15/306 291/15992 0.041193973 0.038545511 
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41 GO:0104004 cellular response to environmental 

stimulus 

15/306 291/15992 0.041193973 0.038545511 

42 GO:0007009 plasma membrane organization 7/306 74/15992 0.041918436 0.039223396 

43 GO:0060537 muscle tissue development 17/306 357/15992 0.04203764 0.039334937 

44 GO:0017015 regulation of transforming growth 

factor beta receptor signaling 

pathway 

8/306 98/15992 0.044093525 0.041258643 

45 GO:1903844 regulation of cellular response to 

transforming growth factor beta 

stimulus 

8/306 100/15992 0.049334549 0.046162709 
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Supplementary table 2. List of gene sets from the c6 oncogenic signatures 

(http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb/index.jsp) from Molecular Signatures Database 

(MSigDB) significantly enriched after MK-8628 treatment of HD-MB03 cells. 

 

ID Description enrichmentScore NES p.adjust qvalues 

152 STK33_DN -0.433839785 -1.629080594 0.016383495 0.011040952 

155 STK33_SKM_DN -0.468822593 -1.76088347 0.016383495 0.011040952 

131 RPS14_DN.V1_DN -0.470534025 -1.70796884 0.016383495 0.011040952 

149 HOXA9_DN.V1_DN -0.465539852 -1.693059071 0.016383495 0.011040952 

42 ATF2_UP.V1_UP -0.453484556 -1.647875263 0.016383495 0.011040952 

56 E2F3_UP.V1_UP -0.439910473 -1.596809882 0.016383495 0.011040952 

76 PR2_EZH2_UP.V1_UP -0.478572544 -1.739978753 0.016383495 0.011040952 

188 LEF1_UP.V1_DN -0.446609194 -1.62134305 0.016383495 0.011040952 

25 AKT_UP_MTOR_DN.V1_DN -0.48440516 -1.757578378 0.016383495 0.011040952 

58 MYC_UP.V1_UP -0.519478875 -1.884837144 0.016383495 0.011040952 

24 CSR_LATE_UP.V1_UP -0.534628648 -1.935143543 0.016383495 0.011040952 

97 ESC_V6.5_UP_EARLY.V1_DN -0.457163952 -1.652961283 0.016383495 0.011040952 

124 RB_P107_DN.V1_UP -0.530593075 -1.888547943 0.016383495 0.011040952 

128 CAHOY_ASTROGLIAL -0.456152121 -1.561119829 0.016383495 0.011040952 

126 RB_P130_DN.V1_UP -0.461360173 -1.633373061 0.029302326 0.019747042 

4 E2F1_UP.V1_UP -0.420616767 -1.526776585 0.032748538 0.022069469 

80 JNK_DN.V1_UP -0.418984692 -1.520852395 0.032748538 0.022069469 

12 GCNP_SHH_UP_LATE.V1_UP -0.41351885 -1.500379948 0.032748538 0.022069469 

53 BCAT_BILD_ET_AL_DN 0.491726779 1.817863844 0.032748538 0.022069469 

38 BCAT.100_UP.V1_UP 0.473341978 1.767965608 0.032748538 0.022069469 

176 KRAS.600.LUNG.BREAST_UP.V

1_DN 

-0.383868689 -1.43977023 0.032748538 0.022069469 

135 IL2_UP.V1_DN -0.405634619 -1.475766761 0.032748538 0.022069469 

189 LEF1_UP.V1_UP -0.401216996 -1.459694708 0.032748538 0.022069469 

40 ATF2_S_UP.V1_UP -0.40404152 -1.469404083 0.032748538 0.022069469 

62 SNF5_DN.V1_UP -0.401365142 -1.453786333 0.032748538 0.022069469 

http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb/index.jsp
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84 CTIP_DN.V1_UP -0.421003668 -1.493411537 0.032748538 0.022069469 

83 CTIP_DN.V1_DN -0.41629888 -1.469137616 0.032748538 0.022069469 

51 P53_DN.V1_DN -0.403358869 -1.46413297 0.034378638 0.023168004 

99 ESC_V6.5_UP_LATE.V1_DN -0.403978642 -1.465719574 0.034378638 0.023168004 

181 KRAS.KIDNEY_UP.V1_UP -0.419682783 -1.501553242 0.034378638 0.023168004 

108 MEL18_DN.V1_UP -0.410760468 -1.462025934 0.034378638 0.023168004 

115 CRX_DN.V1_DN -0.420607409 -1.488623909 0.034378638 0.023168004 

110 PTEN_DN.V1_UP -0.399437558 -1.449899191 0.035673839 0.02404085 

27 AKT_UP.V1_DN -0.394041128 -1.431869333 0.035673839 0.02404085 

10 GCNP_SHH_UP_EARLY.V1_UP -0.391878007 -1.419422941 0.035673839 0.02404085 

23 CSR_LATE_UP.V1_DN -0.401501166 -1.450284339 0.035673839 0.02404085 

125 RB_P130_DN.V1_DN 0.333288982 1.474239845 0.035972592 0.024242181 

93 ESC_J1_UP_EARLY.V1_DN 0.292473383 1.332542651 0.040178571 0.02707662 

75 PRC2_EZH2_UP.V1_DN -0.388298076 -1.411231801 0.040178571 0.02707662 

87 MTOR_UP.N4.V1_DN 0.368492837 1.666438119 0.040178571 0.02707662 

143 TGFB_UP.V1_DN 0.303254981 1.395458169 0.040178571 0.02707662 

74 PRC2_EED_UP.V1_UP 0.320217246 1.475969554 0.040178571 0.02707662 

150 HOXA9_DN.V1_UP 0.363651617 1.66690324 0.040178571 0.02707662 

67 MEK_UP.V1_DN 0.325464232 1.485778328 0.040178571 0.02707662 

133 IL15_UP.V1_DN -0.387271077 -1.406956683 0.040178571 0.02707662 

95 ESC_J1_UP_LATE.V1_DN -0.385482266 -1.400457929 0.040178571 0.02707662 

109 PTEN_DN.V1_DN -0.384780426 -1.395489073 0.040178571 0.02707662 

5 EGFR_UP.V1_DN 0.341928187 1.562539181 0.040178571 0.02707662 

102 ALK_DN.V1_UP -0.401015057 -1.427581293 0.044746437 0.030154937 

30 MTOR_UP.V1_UP -0.381593545 -1.379279398 0.046930023 0.03162647 
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