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Zusammenfassung

Hintergrund. Autophagie ist fur die zellulare Homoostase verantwortlich und sichert unter
Stressbedingungen das zellulare Uberleben. Autophagiemodulation kann therapeutisch
genutzt werden. Das in-vitro Monitoring des Autophagieflusses ist gut etabliert.

Die Analyse im Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten (FFPE) Gewebe ist bisher
unzureichend standardisiert. Expressionsanalysen der Autophagie-assoziierten Proteine in
diagnostischem FFPE Gewebe kdnnen bei der Translation von Erkenntnissen aus der
Grundlagenforschung in die Klinik helfen, und eine Rolle bei einer zuklnftigen Suche nach
pradiktiven Biomarkern spielen.

Material und Methoden. Wir haben eine verlassliche immunhistochemische Farbung
Autophagie-assoziierter Proteine in FFPE Gewebe mittels Zellinien mit einerseits funktionell
modifiziertem Autophagiestatus und andererseits depletierten Proteinen etabliert, und deren

prognostischen Wert in Lungenkarzinomen untersucht.

downl oaded: 6.1.2020

Ergebnisse. Punkt-formige immunhistochemische Farbungen fir LC3 und p62 stellten
Autophagosomen dar, und korrelierten signifikant mit den etablierten
Proteinexpressionsmustern der Western Blot Untersuchung. Weder in Stadium I/II
Lungenkarzinomen, noch in pulmonalen Plattenepithelkarzinomen zeigte sich eine
eindeutige prognostische Signifikanz einer LC3-p62 Kombination. Eine isolierte p62-
Expression war in beiden Kohorten ein unabhéngiger prognostischer Marker fir kiirzeres
Uberleben.

Schlussfolgerungen. Die valide Visualisierung Autophagie-assoziierter Proteine ist in
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FFPE Gewebe mdglich. In Lungenkarzinomen konnten wir keinen klaren prognostischen
Wert des Autophagiestatus demonstrieren, wie er aus der LC3-p62 Co-Expression
abgeleitet werden kann. Die mdglicherweise Autophagie-unabhéngige Rolle von p62 muss
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weiter untersucht werden.

source:


https://core.ac.uk/display/212382422?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Schlusselwdorter: Lungenkrebs — Immunhistochemie — Autophagie — LC3 — p62

Abstract

Background. Autophagy is a cellular mechanism involved in maintaining cellular
homeostasis and warranting cellular survival under stress, and may be therapeutically
exploited. Autophagy assessment in vitro is well established, but analysis in formalin-fixed
and paraffin-embedded (FFPE) tissue is still poorly standardized. Expression analysis of
autophagy associated markers in diagnostic FFPE tissue aids in translating in vitro findings
to the clinics and may contribute to a future quest for predictive markers.

Materials and methods. We have established a reliable visualization of autophagy related
proteins in FFPE tissue by immunohistochemistry, using lung cancer cell lines with
functionally modified autophagy states and marker-depletion, respectively, and evaluated
the prognostic impact of autophagy related markers in lung cancer patients.

Results. Dot-like staining was observed for LC3 and p62, representing the degrading
autophagic vesicles. Stainings correlated significantly with quantitative protein expression
assessed by Western blot in cell lines and FFPE tumor tissue. In stage I/ll non-small cell
lung cancer cases and a large cohort of pulmonary squamous cell carcinomas, dot-like LC3
and p62 staining lacked clear prognostic value, but p62 expression was an independent
prognostic factor for shorter survival in both cohorts and using internal validation models.
Conclusions. In summary, valid visualization of autophagy related markers in FFPE tissue
is feasible. We could not demonstrate a clear prognostic role of autophagy-status as
deducted from LC3-p62 co-expression. The autophagy independent role of p62 in lung
cancer warrants further investigation, as well as crosstalk with other stress factors or the role

of autophagy induction during or after treatment.
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Einleitung

Als Pathologen integrieren wir im diagnostischen Alltag Morphologie, Proteinexpression und
genetische Daten zu einer integrativen Diagnose. Durch die Visualisierung von
Gewebecharakteristika kdnnen wir auch einen entscheidenden Beitrag dazu leisten,

Erkenntnisse aus der Grundlagenforschung in die Klinik zu transferieren.



Zellularer Stress, durch extrinsische oder intrinsische Faktoren verursacht, spielt eine grofRe
Rolle bei verschiedensten Erkrankungen, darunter auch Krebs. Krebszellen wiederum
werden durch Therapie ebenfalls unter Stress gesetzt. Fir ein besseres Verstandnis dieser
Stressreaktionen, speziell im Hinblick auf das Ansprechen oder die Resistenz auf
Krebstherapien ware es interessant, diesen Stress bzw. seine Auswirkungen in Tumorzellen

visualisieren zu kdénnen.

Im Folgenden soll auf die Mdglichkeiten der Visualisierung von Stress in Formalin-fixiertem
und in Paraffin eingebetteten (FFPE) Gewebe am Beispiel des Lungenkarzinoms anhand

des Mechanismus der Autophagie eingegangen werden.

Was ist Autophagie?

Autophagie ist ein evolutionar konservierter zellularer Uberlebensmechanismus, der als
basale Autophagie fur die zellulare Homoostase verantwortlich ist, und bei zellularem
Stress, z.B. in Form von Nahrstoffdefizienz, durch die Gewahrleistung einer alternativen
Energieversorgung das zellulare Uberleben sichert [18, 19].

Der Mechanismus der Makroautophagie (im Folgenden vereinfacht ,Autophagie” genannt)
ist schematisch in Abbildung 1 dargestellt [14]. Er besteht aus der Ausbildung eines
Doppelmembranvesikels (Autophagosom), in welchen die zu degradierenden Substrate
eingeschlossen werden, entweder in einem unselektiven Prozess, oder ubiquitiniert in einem
selektiven Prozess unter Zuhilfenahme spezifischer Rezeptoren. Dabei handelt es sich um
dysfunktionale Organellen und fehlgefaltete oder langlebige Proteine. Durch die Fusion des
Autophagosoms mit einem Lysosom wird der Inhalt des Autolysosoms enzymatisch
degradiert, und dient dann dem Aufbau neuer Proteine. Somit handelt es sich um eine Art
intrazellulares Recycling. Die Hauptcharakteristika des Autophagiemechanismus, also
Initiation, Elongation, Autophagosomschluss, Maturation und Fusion zwischen
Autophagosom und Lysosom, werden durch eine Reihe Autophagie (ATG)-assoziierter
Gene reguliert, fur deren initiale Beschreibung in Hefepilzen der japanische Forscher

Yoshinori Ohsumi 2016 mit dem Nobelpreis fur Physiologie und Medizin geehrt worden ist.

Die Rolle der Autophagie in Malignomen

Defekte im Mechanismus der Autophagie werden mit verschiedenen Erkrankungen in
Verbindung gebracht [7, 12]. Die Rolle der Autophagie in Malignomen ist wahrscheinlich
stark von dem Stadium der Erkrankung abh&ngig, weshalb sie auch als sog.

“zweischneidiges Schwert” angesehen wird [3, 17, 27]. Bei der Tumorentstehung wirkt



Autophagie durch die Erhaltung der Homdostase in erster Linie tumorsupprimierend. Es ist
davon auszugehen, dass nach Etablierung des malignen Phénotyps intakte Autophagie als
zellprotektiver Mechanismus den durch Nahrstoffknappheit oder Therapie gestressten

Tumorzellen zu Uberleben hilft.

Autophagie kdnnte daher eine Rolle beim Therapieansprechen und bei der
Resistenzentwicklung spielen. Zu welchem Zeitpunkt ein Eingreifen in den Autophagie-
Mechanismus den grof3ten Effekt bewirkt muss jedoch noch etabliert werden.
Nichtsdestotrotz werden Autophagie-Modulatoren bereits in frithen Phasen klinischer
Studien in unterschiedlichen Tumorentitaten untersucht. Hier wéare v.a. das als Malariamittel
klinisch gut bekannte (Hydroxy-)Chloroquin zu nennen, aber auch spezifischere Agentien
befinden sich bereits in der Entwicklung. Die Art der Autophagie-modulierenden
Antitumortherapie wird sicher von Tumortyp und Tumorstadium abhéngen. Zum Beispiel
wiurde die Differenzierungstherapie in akuter myeloischer Leukdmie von einer
Aktivitatssteigerung der Autophagie profitieren, wohingegen die Aktivitat von Tyrosinkinase-
Inhibitoren durch Kombination mit Autophagieinhibitoren gesteigert werden kann.

Fur umfassende Zusammenfassungen laufender klinischer Studien wird auf aktuelle

Ubersichtsarbeiten verwiesen [4, 22].

Eine Visualisierung der Autophagie in FFPE-Gewebe kann in der translationalen Forschung
in der Entwicklung Autophagie-modulierender klinischer Ansétze eine Rolle spielen, und

zukilnftig als moglicher Gewebe-assoziierter pradiktiver Biomarker von Nutzen sein.

Visualisierung von Autophagie in-vitro

Das in-vitro Monitoring des Autophagieflusses ist gut etabliert [9]. Das Mikrotubulus-
assoziierte Protein 1 Leichtkette 3 (LC3) liegt frei im Zytoplasma vor, und wird in der
lipidisierten Form in das Autophagosom eingebaut, dessen wichtigen Bestandteil es
darstellt. Aus der Ratio zwischen lipidisiertem LC3 (LC3-Il) und nicht-lipidisiertem LC3 (LC3-
1) im Western Blot kann auf die Anzahl der Autophagosomen riickgeschlossen werden. Da
eine Zunahme an LC3-Il sowohl aus der Aktivitatssteigerung der Autophagie als auch durch
einen Block der Fusion zwischen Autophagosom und Lysosom mit nachfolgender
Akkumulation der Autophagosomen resultieren kann, missen zwingend Kontrollexperimente
durchgefuhrt werden. Nach kontrollierter Aktivitatssteigerung der Autophagie durch z.B.
N&hrstoffentzug kommt es zu einer erwarteten Zunahme von LC3-11. In einem
Kontrollexperiment wird zudem die Fusion von Autophagosom und Lysosom experimentell

durch Zugabe von Bafilomycin A inhibiert. Dadurch kommt es bei gesteigerter Autophagie zu



einer weiteren Zunahme an LC3-II. Falls die LC3-1l Zunahme initial auf einem Block der
Autophagie im spaten Stadium beruhte (also auf einem Defekt im
Autophagiemechanismus), kommt es zu keiner weiteren LC3-1l Steigerung mehr.
Sequestosom 1 (SQSTM1)/p62, im Folgenden kurz p62 genannt, ist ein weiteres wichtiges
Protein, welches LC3 mit den zellularen Komponenten verbindet, die degradiert werden
sollen. Autophagosomen kénnen auch als Punkte mittels LC3-Immunfluoreszenz visualisiert
werden. Aber auch weitere Proteine konnen untersucht werden, die eine Rolle im
Autophagiemechanismus also v.a. bei der Ausbildung des Autophagosoms eine Rolle
spielen (z.B. Beclin 1, ULK1, ATGS5, etc.). Ebenfalls sind weitere in-vitro Assays etabliert, um
zusatzlichen Einblick in den Funktionszustand der Autophagie zu erhalten. Fiir eine
Auflistung und Beschreibung aller empfohlenen Assays zur Untersuchung der Autophagie
wird auf die eine regelmaRig aktualisierte Leitlinienpublikation der internationalen

Expertengruppe fir Autophagie verwiesen [9].

Visualisierung von Autophagie in FFPE Gewebe

Die Methode der Wabhl fur die Untersuchung von Autophagie in grof3en Kollektiven am FFPE
Gewebe ist die immunhistochemische Visualisierung der Autophagosomen, die — wie oben
beschrieben — ein Kennzeichen der Autophagie darstellen [10, 13, 15, 16]. Im Gegensatz zu
Methoden, denen eine Homogenisierung des Gewebes vorangeht (z.B. Western Blot),
ermdglicht die Immunhistochemie die Visualisierung der Proteine innerhalb der spezifischen
zellularen Kompartimente, was insbesondere fir die Untersuchung von
Aktivitatsunterschieden in ubiquitéar vorhandenen Mechanismen wie der Autophagie sehr
wichtig ist. Umso wichtiger ist daher jedoch auch die Gewahrleistung der Sensitivitat und
Spezifitat der immunhistochemischen Farbung.

Wir haben fiir die Etablierung daher FFPE-Pellets etablierter Zellinien mit kontrolliert
gesteigerter Autophagie (durch Nahrstoffentzug) und weiterer Steigerung der
Autophagosomenanzahl durch Bafilomycin A-Zugabe generiert. Als Kontrollen der Spezifitat
wurden FFPE-Pellets gleichartig behandelter Zellen nach vorheriger genetischer
Herunterregulierung von LC3 oder p62 generiert. Die Sensitivitdt und Spezifitat der
immunhistochemischen Farbung wurde im parallel durchgefiihrten Western Blot bestatigt
(Abbildung 2) [25]. Die Farbeprotokolle wurden in einem Leica Bond Farbeautomaten
entwickelt [2].

Die immunhistochemischen Farbungen fir LC3 und p62 wurden an einem grofRen Kollektiv
von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen auf die prognostische Signifikanz hin untersucht,

und dabei das Ergebnis der immunhistochemischen LC3 und p62-Expression an einem



kleinen Subkollektiv durch parallel durchgefuhrte Western Blot Analysen aus FFPE Gewebe
validiert [24].

Wie sich aus der Beschreibung der oben aufgefihrten Bewertung der LC3-Muster im
Western Blot ergibt, lasst der alleinige Nachweis der Autophagosomen in einer
Momentaufnahme, die die Untersuchung des FFPE-Tumorgewebes darstellt, keine
Ruckschlisse darauf zu, ob die z.B. festgestellte Vermehrung der Autophagosomen aus
einer Aktivitatssteigerung der Autophagie oder einer defekten Autophagie im spéaten
Stadium resultiert. Daher schlagen Liu und Kollegen vor, die Kombination aus punktférmiger
LC3 und p62 Expression als Surrogatmarker fur die Autophagie-Aktivitat einzusetzen [13]:
Tiefe Level an punktformigem LC3 und punktférmigem und zytoplasmatischem p62 (LC3B"
/p62tf sprechen fir basale Autophagie. LC3B"/p62"c" spricht fur eine beeintrachtigte
basale Autophagie, d.h. einen im friilhen Stadium beeintrachtigten Autophagiemechanismus
mit wenigen Autophagosomen und einer Akkumulation von p62, oder fiir eine Autophagie-
unabhangige p62-Induktion. Hohe Level an punktférmigem LC3 und tiefe Level an
punktformigem und zytoplasmatischem p62 (LC3B""/p62teh) weisen auf eine aktivierte,
intakte Autophagie hin. Hohe Level von punktformigem LC3 und p62 (LC3B"¢"/p62"och)
sprechen fir eine aktivierte Autophagie, die in spaten Stadien beeintrachtigt ist, mit
Akkumulation von sowohl Autophagosomen als auch p62 [13].

In unserem Kaollektiv nicht-kleinzelliger Lungenkarzinome, die in frilhen Stadien reseziert
worden sind (UICC Stadium | und Il nach TNM 7. Auflage, 2009) haben wir keine eindeutige
Assoziation zwischen der kombinierten Expression der Autophagie-assoziierten Marker LC3
und p62 und Prognose nachweisen kénnen. Patienten, deren Tumoren eine hohe Anzahl an
Autophagosomen aufzeigten (LC3""), hatten zwar den Trend zur einer besseren Prognose,
das Ergebnis war jedoch statistisch nicht signifikant [24]. In einer nachfolgend untersuchten,
klinisch-pathologisch sehr aufwandig annotierten Lungenkarzinom-Kohorte konsekutiver
primar resezierter Plattenepithelkarzinome aller Stadien zeigte sich in einer retrospektiven
Untersuchung eine bessere Prognose fir Patienten, die eine aktivierte, intakte Autophagie

entsprechend der Surrogatmarkerexpression LC3"c"/p62te zeigten [11].

Aus der multivariaten Analyse ist jedoch in beiden aufgefiihrten Lungenkarzinom-Kohorten
lediglich die kombinierte zytoplasmatische und punkt-férmige p62-Expression als
unabhangiger prognostischer Marker hervorgegangen. Die p62-Positivitat in den
Tumorzellen, unabhangig vom LC3-Status, war mit einem signifikant kiirzeren Uberleben
der Patienten assoziiert [11, 24].

Diese Assoziation wurde auch von anderen Arbeitsgruppen in Lungenkarzinomen berichtet
[5, 26] und von uns und anderen in weiteren soliden Tumoren beobachtet [1, 23]. P62 ist ein

sehr versatiles Molekul, und spielt in multiplen anderen Signalwegen eine wichtige Rolle,



z.B. beim Kelch-like ECH-associated protein 1 (KAEP1)/NF-E2-related factor 2 (NRF2)
Stress-Signalweg, dem NF-kappa B Signhalweg oder der Stress-Antwort des
endoplasmatischen Retikulums, die Autophagie-abhangig und Autophagie-unabhéngig sein
kénnen [6, 8, 20, 21].

Der prognostische Wert der p62 Expression kénnte somit Autophagie-unabhéngig sein. Dies
sollte jedoch nicht dazu verleiten anzunehmen, dass die Autophagie und eine
therapeutische Manipulation derselben in Lungenkarzinomen keine Rolle spielen. P62 hat
sich in unabhangigen Studien an Lungenkarzinomen als wichtiges prognostisches Protein
herauskristallisiert, ist ein wichtiges Protein im Autophagiemechanismus, und wird mittels
Autophagie degradiert. Zusatzliche mechanistische Studien miissen aufzeigen, wie dies
therapeutisch genutzt werden kann.

Unsere Resultate zur Expression der Autophagiemarker sind auf die Zukunft hin
ausgerichtet. Sobald die therapeutische Autophagiemodulation den Weg aus klinischen
Studien hinein in den klinischen Alltag nimmt, ist davon auszugehen, dass eine tumorale
LC3 und p62 Expression als préadiktive Biomarker evaluiert werden. Unsere retrospektiven
Daten weisen darauf hin, dass LC3 alleine oder in Kombination mit p62 per se keinen
Marker flr eine bessere Prognose darstellt. Zusétzlich legen unsere Ergebnisse eine
Fokussierung kinftiger Studien auf p62 nahe, ein Protein, das eine wichtige Rolle in
Lungenkarzinomen zu spielen scheint, und Uber eine Aktivitatssteigerung der Autophagie
degradiert werden koénnte.
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Abb. 1 Mechanismus und Regulierung der Autophagie. Die Stadien der Autophagie
(Initiation, Elongation, Schluss, Maturation und Degradation) werden gezeigt. Cargo wird in
unselektiver und selektiver Degradation in einem Doppelmembran-Phagophor sequestriert,
welches zu einem Autophagosom fusioniert. Dieses fusioniert wiederum mit einem Lysosom
zu einem Autolysosom, in dem der Inhalt durch lysosomale Enzyme degradiert wird. Die
Degradationsprodukte werden dann durch lysosomale Transporter in das Zytosol recycled.
mTOR ist ein Schliisselregulator der unselektiven Autophagie aufgrund von Anderungen der
Nahrstoffverfligbarkeit. WIPI2 bindet ATG16L1, um den Komplex aus ATG5-ATG12-
ATG16L1 an der Autophagosomen-Membran zu binden. Dieser Komplex konjugiert
Phosphatidylethanolamin an LC3-I, um lipidisiertes LC3-1l zu generieren, welches dann eine
Rolle in der Membranelongation spielt. LC3-1l wird in der ausseren und inneren Membran
des Autophagosoms eingebaut (in der Abbildung als griine Kreise mit orangenem PE-
Bestandteil dargestellt), und fungiert als physikalisches Bindeglied zwischen den
Rezeptoren der selektiven Autophagie (z.B. p62, in der Abbildung blau) und der Membran
des Autophagosoms.

(Mit freundlicher Genehmigung von Elsevier adaptiert aus [14])
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Abb. 2 Validierung der immunhistochemischen Farbung fir LC3B. Autophagie wurde durch
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Néhrstoffentzug in EBSS Medium induziert, und der Autophagie-Flux mittels Bafilomycin Al
inhibiert. Bafilomycin Al inhibiert die Fusion zwischen Autophagosom und Lysosom.

(A) LC3B Western Blot Analyse der H1299 LC3B-depletierten Zellen (shLC3B) und
Kontrollen (shCTRL) nach Nahrstoffentzug und Autophagie-Inhibition mittels Bafilomycin Al.
Die GAPDH Proteinexpression diente der Ladekontrolle. Die Quantifizierung erfolgte mittels
ImageJ Software. (B) Quantifizierung der LC3B positive Punkte aus der Immunfluoreszenz-
Untersuchung, die in C dargestellt ist. Die Quantifizierung erfolgte mittels ImageJ Software.
Der nicht-parametrische Man-Whitney-U Test wurde fir die Gegentiberstellung der
unterschiedlichen Gruppen verwendet: *p<0.05. (C) Immunfluoreszenz (linke Seite) und

Immunhistochemie (rechte Seite) von LC3B in H1299 Kontrollzellen und LC3B-depletierten



Zellen, nach Nahrstoffentzug und Autophagie-Inhibition mittels Bafilomycin Al. Die
Immunfluoreszenz erfolgte mittels LC3B/Cell Signaling Antikorper und Kerngegenfarbung
mittels DAPI. Die Immunhistochemie wurde mit zwei unterschiedlichen LC3B Antikdrpern
durchgefiuhrt (Cell Signaling und Novus).

(Mit freundlicher Genehmigung adaptiert aus [25])
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Abb. 3 Immunhistochemische Farbung fir LC3 und p62. (A) LC3 Farbemuster der 22 Falle,
die auch mittels Western Blot validiert worden sind (nicht gezeigt). Félle 1-5 und 12-16 sind
zeigen keine punkt-farmige LC3-Expression. Falle 6-11 und 17-22 zeigen ein deutliches
punkt-formiges LC3-Farbemuster, bei unterschiedlich starke ausgepragter diffuser
zytoplasmatischer LC3-Expression. (B) Beispiele der p62 Farbung mit zytoplasmatischem,



punkt-formigem und grobem (SLS) Farbemuster. (Gesamtvergrosserung 400x; Insets:
Gesamtvergrésserung 1000x)

(Adaptiert aus [24], keine Genehmigung notwendig.)
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