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1 Einleitung

1.1 Das hepatozellulare Karzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) zahlt weltweit zu den haufigsten Malignomen.
Pro Jahr werden rund 905 677 Neuerkrankungen und fast genauso viele Todesfalle
weltweit erfasst, wobei das HCC die dritthaufigste Todesursache in Folge einer
Tumorerkrankung darstellt (EASL Clinical Practice Guidelines 2018).

Es bestehen deutliche geographische Unterschiede bezuglich der globalen Inzidenz—
und Sterberate: In Sud-Ostasien und West- und Mittelafrika sind die Inzidenzraten im
Vergleich zu den westlichen Landern deutlich hdher. Dies ist unter anderem auf hohe
Infektionsraten mit dem Hepatitis B-Virus und Hepatitis C-Virus sowie eine meist
deutlich schlechtere medizinische Versorgung in Bezug auf Friherkennung, Diagnose
und Therapie zurickzufihren (Yang et al. 2019). Manner sind im Durchschnitt mehr
als doppelt so haufig betroffen wie Frauen. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei
Frauen bei 74 Jahren und bei Mannern bei 71 Jahren (Zentrum fur Krebsregisterdaten
2020). Die Inzidenz des HCC ist weltweit steigend (EASL Clinical Practice Guidelines
2018). Dies ist insbesondere auf die steigende Zahl von Patienten mit
Fettlebererkrankung  und  hierdurch  bedingter = maligner  Transformation

zurtickzufihren.

1.1.2 Atiologie

Der Grofteil der HCC-Falle entsteht auf dem Boden einer chronischen

Lebererkrankung (Yang et al. 2019) (siehe Abbildung 1). Die wichtigsten

Risikofaktoren fur die Entwicklung eines HCC sind Virusinfektionen mit Hepatitis-B

(HBV), Hepatitis-C (HCV), Fettlebererkrankungen sowie eine vorbestehende

Leberzirrhose durch chronischen Alkoholkonsum (EASL Clinical Practice Guidelines

2018). Seltenere Ursachen sind Erkrankung an Hamochromatose, Morbus Wilson,
8



Porphyrie oder die Exposition mit Aflatoxin B1, einem Mykotoxin von Aspergillus flavus
(Wild et al. 2020).
In Landern mit einer hohen Inzidenzrate fur HCC ist vor allem die Infektion mit dem
Hepatitis-B-Virus oder Hepatitis-C-Virus Ursache fur die Entstehung des Malignoms
(Yang et al. 2019).

Hamochromatose
ey Alpha-1-Antitrypsin-Mangel
All_li(gr\(ol Morbus Wilson
Porphyri
Fettlebererkrankung orphyrie

N\

Leberzirrhose Leberzirrhose

oy N/
HCV _
Fettlebererkrankung ‘::{>£ lSe ]<)::| Aflatoxin B1

Abbildung 1: Ursachen fur die Entstehung eines HCC

1.1.3 Pravention und Fruherkennung

Eine entscheidende MalRnahme der Primarpravention des HCC ist die Impfung gegen
Hepatitis B (EASL Clinical Practice Guidelines 2018) und die Therapie einer
chronischen Hepatitis C-Erkrankung. Patienten mit einer Leberzirrhose, chronischen
Hepatitis B-Erkrankung oder Nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung sollten zur
Sekundarprophylaxe halbjahrlich eine Sonographie der Leber erhalten. Diese besitzt
eine hohe Sensitivitat (60-80%) und Spezifitat (>90%) fur die Friherkennung eines
HCC (EASL Clinical Practice Guidelines 2018).



1.1.4 Diagnose und Screening

Fir die Diagnosestellung kommen grundsatzlich bildgebende und/oder histologische
sowie serologische Untersuchungen in Frage. Aufgrund des charakteristischen
Kontrastmittelverhaltens kann die Diagnose eines HCCs mit bildgebenden Verfahren
gestellt werden. Mit kontrastmittelverstarktem Ultraschall (CE-US, contrast enhanced
ultrasound), kontrastmittelverstarkter Computertomographie (CT) (CE-CT, contrast
enhanced computed tomography) oder kontrastmittelverstarkter
Magnetresonanztomographie (MRT) (CE-MRI, contrast enhanced magnetic
resonance imaging) kann das HCC auf Grund tumorspezifischer vaskularer Shunts
identifiziert werden, da das Kontrastmittel in der arteriellen Phase angereichert, in der
spatvendsen aber wieder ,ausgewaschen® wird (,wash-out®), sodass der Tumor
kontrastarm im Vergleich zum umliegenden Gewebe erscheint. Bei untypischem
Kontrastmittelverhalten in der Bildgebung sollte bei Malignitatsverdacht zur Klarung
der Diagnose eine Biopsie erfolgen. Auch bei allen Patienten mit HCC-verdachtiger
Lasion ohne zugrundeliegende Leberzirrhose wird eine Biopsie zur Sicherung der
Diagnose empfohlen (EASL Clinical Practice Guidelines 2018).

Bei malignitatsverdachtigen Lasionen kleiner als 1 cm ist eine sichere Diagnose
schwierig. Hierzu wird eine regelmaliige sonographische Kontrolle alle 3-4 Monate
empfohlen, um einen eventuellen progressiven Verlauf zu dokumentieren. Ist nach 12
Monaten kein GrolRenzuwachs zu verzeichnen, so kann das Screening-Intervall auf 6
Monate angehoben werden (EASL Clinical Practice Guidelines 2018) (siehe Abbildung
2). Die Konzentrationsbestimmung des Alpha-Fetoproteins (AFP) wird erganzend bei
Verdacht auf ein HCC und fur Therapie- und Verlaufskontrollen angewandt. Trotz der
hohen Spezifitdt von 76-96% ist die alleinige serologische Messung des
Tumormarkers aufgrund der geringen Sensitivitdt von nur 40-65% fur eine sichere

HCC-Diagnose nicht ausreichend (Debruyne und Delanghe 2008).
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Malignitatsverdachtige
Lasion

\ 4 \ 4
B\

- (
g RegelmaBige
. Kontrastmittelverstarkte
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L Monate CT oder MRT

I
4

4 \ 4 - ]
arterielle
Stagnation Wachstum/ Hypervaskularisation
d Veranderung ' und vendser wash

out™

Y

NEIN JA
| Andere Kontrastmittel i
darstellung
(CT/MRT/US)
Biopsie farayh
unklar Blepso v

\
arterielle
NEIN Hypervaskularisation JA
und vendser wash
out™

Abbildung 2: Diagnosealgorithmus bei HCC-Verdacht
*  typisches radiologisches Kontrastmittelverhalten des HCC: arterielle

Hypervaskularisation mit Anreicherung des Kontrastmittels und spatvenésem ,wash
out“ (kontrastmittelverstirkte CT oder MRT, sowie kontrastmittelverstérkter
Ultraschall)

adaptiert nach EASL Clinical Practice Guidelines 2018

1.1.5 Therapie des HCC

Die Therapie eines HCC wird auf Basis der Tumorklassifikation und zusatzlichen
prognostischen Werten, die Auskunft Gber die Leberfunktion enthalten (Child Pugh-
Stadium, MELD (=Model Of End Stage Liver Disease)-Score), sowie des
Allgemeinzustandes des Patienten (PS=Performance-Status, Klassifikation der
Eastern Cooperative Oncology Group, daher auch ECOG-Status) gewahlt (Pons et al.
2005; EASL-EORTC clinical practice guidelines: management of hepatocellular
carcinoma 2012; EASL Clinical Practice Guidelines 2018).
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All diese Variablen gehen in die Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC)-Kriterien ein,
nach denen die Therapie des HCC definiert werden kann (siehe Abbildung 3).

Im frihen Stadium (BCLC 0) wird bei solitaren Herden eine kurative Ablation oder
Resektion angestrebt. Hierfur ist eine gute Leberfunktion (Child Pugh A) erforderlich,
um ein Leberversagen postinterventionell oder postoperativ zu vermeiden.

Patienten im BCLC Stadium A kann bei Child Pugh A, MELD-Score < 10, normaler
Bilirubin-Konzentration und Pfortaderdruck < 10 mmHg eine Resektion mit kurativem
Ziel angeboten werden. Alle Patienten im BCLC Stadium A, die diese Kriterien nicht
erflllen, sollten bevorzugt eine kurative Ablation erhalten.

Bei multinodularem Befall (BCLC Stadium B) sollte eine Transarterielle
Chemoembolisation (TACE) erfolgen. Hierbei erfolgt eine gezielte Embolisation der
Tumorarterien mit Chemotherapeutika und Lipiodol oder alternativ mit Drug-eluting
Beads, die das Chemotherapeutikum durch eine ionische Bindung im Embolisat im
Tumor halten (EASL Clinical Practice Guidelines 2018).

Im fortgeschrittenen Stadium BCLC Stadium C mit GefalRinvasion und ggf. Vorliegen
von Metastasen sollte bei Child Pugh Stadium A oder B eine Systemtherapie
angeboten werden. Im Rahmen der systemischen Therapie des HCC ist neuer
Therapiestandard eine Therapie mit dem PD-L1-Inhibitor Atezolizumab und dem
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)-Inhibitor Bevacizumab (Finn et al. 2020).
Atezolizumab, ein humanisierter monoklonaler 1gG Antikorper, bindet an PD-1L
(Programmed Cell Death Protein 1 Ligand). PD-1L bindet an PD-1 und induziert
dadurch die Induktion von IL-10, einem immunsuppresiven Cytokin. Ist PD-1L durch
Atezolizumab geblockt, kann diese Immunsuppression nicht stattfinden.
Bevacizumab ist ein humanisierter monoklonaler IgG1 Antikorper, der VGEF bindet
und dadurch die Angiogenese hemmt. Die Tyrosinkinase-Inhibitoren Sorafenib und
Lenvatinib sind ebenfalls in der Erstlinientherapie des HCC zugelassen, werden aber
in aller Regel nur noch in der Zweitlinientherapie eingesetzt. Weitere Optionen fur die
Zweitlinientherapie sind die Kinase-Inhibitoren Regorafenib und Cabozantinib (Bruix et
al. 2017; Kudo 2019). Bei Patienten im fortgeschrittenen HCC-Stadium mit erhdhtem
AFP-Level (>400ng/ml) steht auch der monoklonale Antikérper Ramucirumab zur
Verfigung (Zhu et al. 2019).
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HCC
G

Y

Sehr frilhes Stadium 0 Stadium A-C Stadium D
PS 0, Child Pugh A PS 0-2 PS>2
i Child Pugh A-B Child Pugh C

Solitdrer Tumor < 2cm
v 3 v
Friihes Stadium (A) Mittleres Stadium (B) Fortgeschrittenes Stadium (C) Endstadium (D)
2 - 3 Lasionen < Multinodular Portale Infiltration
3cm,PS 0 PS 0 PS 1-2

| N1, M1

v v

Solitar 3 Lasionen < 3cm

optimaler Kandidat fur
chirurgische Therapie *

Ja Nein ——>» Kandidat
fur Transplantion

)

Ja Nein

l l \4 \4 \4

Ablation Resektion LeaE . Ablation TACE Systemische Therapie
transplantation
( Symptomatische
- Therapie
‘ Kurative Behandlung ‘ ‘ Palliative Behandlung }

PS = Performance-Status; TACE = Transarterielle Chemoembolisation

Abbildung 3: Verknupfung von Diagnosestadium und zugehdriger Therapieoption in
der BCLC-Klassifikation

*als optimale Voraussetzungen fiir eine Resektion gelten u.a. folgende Kriterien: Child
Pugh A, MELD-Score < 10, normale Bilirubin-Konzentration und Pfortaderdruck <
10mmHg

adaptiert nach Bruix und Sherman (2011); EASL-EORTC Clinical
Practice Guidelines: Management of Hepatocellular Carcinoma
(2012); EASL Clinical Practice Guidelines (2018)

Die groler werdende Auswahl an Medikamenten fuhrt zu einer Erweiterung des
Behandlungsalgorithmus und macht die Kombination verschiedener Wirksubstanzen

und Therapien madglich, sodass Patienten im palliativen BCLC-Stadium neue
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Mdglichkeiten und Chancen auf Heilung erhalten (EASL Clinical Practice Guidelines
2018).

Im Stadium D bei Vorliegen einer sehr eingeschrankten Leberfunktion und Child Pugh
C sollte eine symptomatische Therapie erfolgen.

Alle Patienten, die sich innerhalb der Milan-Kriterien (solitarer Tumor < 5cm oder drei
Lasionen bis zu 3cm) befinden, sollten flr eine Lebertransplantation evaluiert werden
(EASL Clinical Practice Guidelines 2018).

Anhand des MELD-Scores wird Uber die Dringlichkeit einer Lebertransplantation und
Organzuteilung entschieden. Da im Falle des HCC der tatsachliche Dringlichkeitsgrad
nicht adaquat tber den lab-MELD erfasst wird, besteht die Mdglichkeit Patienten mit
HCC einen sogenannten match-MELD zuzuweisen, der sich alle 3 Monate erhoht.
Neben der konventionellen Transplantationsmethode ist in den letzten Jahren auch die
sogenannte ,Living Donor Liver Transplantation® (LDLT) als optionale Behandlung
eingefuhrt worden.(Liu und Fan 2006).

1.2 Die p53-Familie

Zur Familie der p53-Proteine gehdren neben p53 auch die Transkriptionsfaktoren p63
und p73. Die Mitglieder der p53-Familie sind an einer Vielzahl von essentiellen
zellularen Prozessen, unter anderem der Zelldifferenzierung, Zellproliferation und

Apoptoseinduktion, beteiligt (siehe Abbildung 4).

DNA-Reparatur Stoffwechsel
Apoptose - Seneszenz
Zellz‘;kfus-Stop FEEAFEITIIE Stammzellerhalt
Zelldifferenzierung Autophagozytose
Zellmigration-und Genomstabilitat
metastasierung - Angiogenese
[ Zielgene }

Abbildung 4: Beeinflussung zellularer Prozesse durch die p53-Familie und ihrer
Zielgene

adaptiert nach Pflaum et al. (2014)
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1.2.1 p53

Struktur und Isoformen

Die p53 Familie besteht aus dem Protein p53 und den strukturell zu p53 homologen
Proteinen p63 und p73. Der Namensgeber der Proteinfamilie, p53 wurde 1979
erstmals beschrieben (Levine und Oren 2009). Erst 1997 wurden p63 und p73
beschrieben (Kaghad et al. 1997; Yang et al. 1998; Sethi et al. 2015).

Das p53-Protein besteht aus 393 Aminosauren und wird vom TP53-Gen codiert.
Letzteres ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17 lokalisiert (17p13.1) und enthalt
innerhalb seiner 11 Exons neben Gensequenzen fur eine N-terminale
Transaktivierungsdomane (TAD; Bindungsstelle fur Regulatoren wie MDM2 (Mouse
Double Minute 2 Homolog) und p300), eine DNA (Deoxyribonucleic Acid)-bindende
Domane (DBD; Bindung an eine regulatorische Einheit (RE) bei der Transkription),
eine C-terminale Oligomerisierungsdomane (OD; alternatives SpleiRen und post-
translationale Modifizierung), eine prolinreiche Genregion (PXXP) und drei
verschiedene Promotorsequenzen, zwei vor dem ersten Exon, und eine zusatzlich
nach Exon 4 (Murray-Zmijewski et al. 2006; Mavinahalli et al. 2010; Muller, Patricia A
J und Vousden 2014). Neben der urspringlichen Form des p53-Proteins, wurden noch
elf weitere Isoformen beschrieben (p53B, p53y, A40p53a, A40pS53[B, A40pS3y,
A133p53a, A133p53B, A133p53y, A160p53a, A160p53B, A160p53y), die durch
alternatives Spleien (a, B, y) und Aktivierung unterschiedlicher Promotorregionen
(P1, P1* und P2) entstehen, und deren atypische Expression auch zur Entartung von
Zellen beitragen kann (Surget et al. 2013). Alternatives SpleiRen am Intron 9 und
Aktivierung der P1-Region fuhrt zur Bildung von p53, p53a und p53f3, wovon die beiden
letzteren keine OD-Domane besitzen. Durch Transkription der P1*-Region und
alternatives Spleif3en an Intron 2 werden A40p53-Isoformen gebildet. Die Aktivierung
der zusatzlichen Promotorregion nach Exon 4 resultiert in der Entstehung von
A133p53- und A160p53-Isoformen (siehe Abbildung 5) (Murray-Zmijewski et al. 2006;
Surget et al. 2013).
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TAD = Transaktivierungsdomane; DBD = DNA-bindende Domé&ne; OD = Oligomerisierungsdomane;
P = Promotor

Abbildung 5: Struktur des p53-Gens und seiner Isoformen
adaptiert nach Marcel et al. (2011) und Pflaum et al. (2014)

Funktion von p53

Als Tumorsuppressorprotein akkumuliert p53 als Sensor von verschiedenen zellularen
Stresssignalen (UV-Strahlung, ionisierende Strahlung, Hypoxie, Kanzerogene,
Tabakrauch, oxidativer Stress, Onkogen-Aktivierung) in der Zelle, um im Rahmen
verschiedener Zellkontroll-Mechanismen seiner Aufgabe als sogenannter ,Wachter
des Genoms* gerecht zu werden (Vousden und Lu 2002; Strano et al. 2002; Muller et
al. 2005; Levine und Oren 2009; Pflaum et al. 2014; Kunst,C. et al. 2016; Pitolli et al.
2019). In Folge von zellularem Stress verstarkt oder reduziert p53 die Transkription
zahlreicher Zielgene, deren Genprodukte in Signalwegen fur die DNA-Reparatur,
Apoptose (Puma (p53 Upregulated Modulator of Apoptosis), Bax (Blc-2-Associated X-
Protein), TRAIL-R2 (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand Receptor 2), CD95
(Cluster of Differentiation 95)) und Zellzykluskontrolle (p14-3-30, p21, GADD45a
(Growth-Arrest and DNA-Damage Inducible Protein 45 a)) eine wichtige Funktion
einnehmen (Mdller et al. 1998; Riley et al. 2008; Schilling et al. 2009; Pflaum et al.
2014; Friedel und Loewer 2021).

Die physiologische intrazellulare p53-Konzentration und auch die p53-Aktivitat wird auf
niedrigem Niveau gehalten (Momand et al. 1992; Barak et al. 1994, Kussie et al. 1996;
Haupt et al. 1997; Rodriguez et al. 2000; Michael und Oren 2003; Moll und Petrenko
2003; Pflaum et al. 2014). Fur die Aufrechterhaltung dieses fur die Zellproliferation und
das Zelliberleben wichtige Equilibrium ist vor allem ein negativer Feedback-Loop-

Mechanismus zwischen p53 und der E3-Ubiquitin-Ligase MDM2 (Mouse Double
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Minute 2 Homolog) entscheidend. Einerseits fuhrt MDM2 zu einer Ubiquitinierung von
p53 und leitet dessen proteasomale Degradation ein. Andererseits ist p53 ein positiver
transkriptioneller Regulator von MDM2. Das heif3t MDM2 wird verstarkt exprimiert bei
gesteigerter p53-Expression. Somit regulieren sich die beiden Proteine gegenseitig auf
transkriptioneller bzw. posttranslationaler Ebene (Donehower et al. 1992; Levine 1997;
Sethi et al. 2015; Friedel und Loewer 2021).

Umgekehrt kommt es durch Stresssignale zur Hemmung dieser Feedback-Schleife
und damit zur Akkumulation von p53 (Perry 2010; Pflaum et al. 2014; Friedel und
Loewer 2021). Die Aktivierung des jeweiligen Zielgens erfolgt durch Bildung eines p53-
Tetramers und Bindung verschiedener Co-Faktoren, wie z.B.
Histonacetyltransferasen, Histondeactelytransferasen oder TATA-Binding Associated
Factors (TAFs), wobei durch gleichzeitige Bindung an eine sogenannte Regulatorische
Einheit (RE), deren Gensequenz als 5-RRRCWWGYYY-3" vorliegt (R=Purin,
Y=Pyrimidin, W=Adenin oder Thymin, G=Guanin und C=Cytosin), die
Chromatinstruktur entscheidend verandert wird, sodass die Transkription des Zielgens
entweder induziert oder inhibiert wird (siehe Abbildung 6) (Riley et al. 2008).

Auch bei der Entstehung des HCC ist diese p53-MDM2-Regulation von grolRer
Bedeutung. In HCC-Zellen wurde ein Ungleichgewicht zwischen p53 und MDM2
beobachtet, durch das die Tumorentstehung begunstigt wird (Meng et al. 2014). An
diesem Ungleichgewicht ist wahrscheinlich auch das Tumorsuppressorprotein
p14ARF (p14 Alternate Reading Frame) beteiligt, das in Folge von Stresssignalen als
Inhibitor von MDM2 agiert und so zur verstarkten Expression von p53 fuhrt (Weber et
al. 1999; Pflaum et al. 2014).
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HAT = Histonacetyltransferase ; TAF = TATA-bindingprotein-associated factors;
HDAC = Histondeacetyltransferase; RE = Regulatorische Einheit

Abbildung 6: Transkriptionsabhangiger Antwortmechanismus von p53 auf
Stresssignale

adaptiert nach Riley et al. (2008)

p53 spielt nicht nur eine wichtige Rolle bei der Regulation von Zellzyklus und Apoptose,
sondern auch bei Migrations- und Metastasierungsprozessen. Es kann zum Beispiel
die MDM2-vermittelte Verminderung der Slug (=Zinkfingerprotein SNAI2)-
Konzentration férdern, wodurch mehr E-Cadherin produziert wird und Zell-Zell-
Kontakte verstarkt werden. Dieser Wirkmechanismus kann die sogenannte EMT
(Epithelial-Mesenchymal Transition) und damit Zellmigration bzw. Metastasierung
verhindern (Muller et al. 2011).

p53 steuert auch transkriptionsunabhangige Signalkaskaden. Es kann z.B. mit Bcl (B-
Cell-Lymphoma)-2 oder auch Bcl-XL Komplexe bilden, die diese negativen
Apoptoseregulatoren inhibieren und somit eine Permeabilisierung der &auleren

mitochondrialen Membran einleiten. Dies fuhrt zur Freisetzung von Cytochrom c und
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zur Bildung eines sogenannten Apoptosoms. Diese Apoptoseplattform leitet dann den
programmierten Zelltod ein (Mihara et al. 2003; Chipuk et al. 2004; Leu et al. 2004,
Tomita et al. 2006; Krammer PH et al. 2007; Pflaum et al. 2014).

In den vergangenen Jahren wurden weitere Funktionen von p53 identifiziert, darunter
eine Beteiligung bei der Regulation des Metabolismus, der Autophagie, der
Immunantwort, der maternalen Reproduktion, der Zelldifferenzierung und
Zellmigration (Menendez et al. 2009; Vousden und Prives 2009; Pflaum et al. 2014;
Shi et al. 2020; Boutelle und Attardi 2021; Lahalle et al. 2021).

1.2.2 p63 und p73

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit aller Mitglieder der p53-Familie weisen auch p63
und p73 die typischen Domanen TAD, DBD und OD auf, die aber nur zum Teil mit
denen von p53 Ubereinstimmen. Die hochste Sequenzhomologie findet man bei der
DBD (63% zwischen p73 und p53 und 60% zwischen p63 und p53), wahrend die OD
(jeweils 38% von p63 und p73 zu p53) und TAD (30% zwischen p73 und p53 und 22%
zwischen p63 und p53) weniger identische Bereiche aufweisen (Doétsch et al. 2010;
Pflaum et al. 2014). Zusatzlich besitzen p63 und p73 eine C-terminale Protein-Protein-
interagierende Domane, die auch als Sterile Alpha Motif (SAM) bezeichnet wird, sowie
eine transkriptionsinhibierende Doméane (TID) (Dotsch et al. 2010; Allocati et al. 2012).
p63 und p73 sind in der Lage, Zielgene von p53 zu regulieren und sind somit an der
Regulierung von Apoptose und Zellzyklus beteiligt, kbnnen jedoch auch von p53
unabhangige Funktionen ausuben, die im Folgenden naher beschrieben werden
(Levrero et al. 2000; Pflaum et al. 2014 Gonzalez et al. 2017; Melino 2020) .

p63

Struktur von p63

Das humane p63-Gen (Lokalisation: 3q27, Chromosom 3) besteht aus rund 270.000
bp, innerhalb derer sich 15 Exons befinden. Das Gen enthalt drei verschiedene
Promotorsequenzen (P1, P2 und P3), die zu den Isoformen TAp63 (P1), TAp63 (P2)
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und N-terminal trunkiertem ANp63 (P3) mit den jeweils durch alternatives Spleil3en
entstehenden Sub-Isoformen a, B, vy, & und ¢ fuhren (siehe Abbildung 7) (Candi et al.
2007; Dotsch et al. 2010; Beyer et al. 2011; Amelio et al. 2012). ANp63-Isoformen sind
in der Lage, sowohl die Transkription der TAp63-regulierten Gene zu hemmen und so
die Funktion der TAp63-Isoformen zu steuern als auch eigene Zielgene direkt zu
regulieren (Ghioni et al. 2002; Candi et al. 2007; Pflaum et al. 2014).

V,€

P1:GTAP63
P2:TAp63 P3:ANp63 5.7
S /\ 4 E\
U1-3m 1 -2D—D3 —4’H5H6H7‘-8 -9Uﬂ1o-mo—11-12ﬂ-{131~ 14
B [ = o

TAD = Transaktivierungsdoméane; DBD = DNA-bindende Domane; OD = Oligomerisierungsdomane;
P = Promotor; SAM = Sterile Alpha Motif

Abbildung 7: Struktur des p63-Gens
adaptiert nach Murray-Zmijewski et al. (2006) und Pflaum et al. (2014)

Funktion von p63

p63 ist ahnlich wie p53 an der Regulation des Zellzyklus und der Apoptose beteiligt
(Fisher et al. 2020; Osterburg et al. 2021). p63 reguliert wie p53 p21 und p57/Kip2
positiv und flhrt so zu einem Arrest des Zellzyklus in der G1-Phase. Zudem kontrolliert
p63 die Expression zahlreicher Gene und micro-RNAs (RNA=Ribonucleic Acid; miRs),
die bei der Metastasierung eine wichtige Rolle spielen (zum Beispiel DICER1, miR-
130b und miR-205). Reguliert wird p63 durch E3-Ligasen wie PIRH2 (p53-Induced
RING-H2) und ITCH (ltchy E3 Ubiquitin Protein Ligase) und die RNA-bindenden
Proteine RNPC1 (RNA-binding region (RNP1, RRM) containing 1)), HUR (Human
Antigen R) und PCB1 (Polychlorinated Biphenyl 1) (Pflaum et al. 2014).

Neben der Regulation von Zellzyklus und Apoptose sind auch spezielle unabhangige
Funktionen von p63 beschrieben: Unter normalen Bedingungen kommt das Protein in
verschiedenen Basalzelltypen (Haut, Zervix, Zunge, Osophagus, Brustdriise, Prostata

und Urothel) vor und zeigt sich vor allem als wichtiges Protein in epithelial-
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mesenchymalen Wechselwirkungen in der Proliferation und Differenzierung
ektodermaler Stammzellen wahrend der Embryogenese. Ergebnisse aus p63-
knockout-Mausen, deren Uberlebensdauer sehr kurz war, zeigten, dass fehlendes p63
neben Fehlentwicklungen — betreffend Epidermis, verschiedene Drisengewebe (unter
anderem Brust-, Speichel - und Tranendrise) und Zahne — auch zu Stérungen der
Wundheilung und Fehlbildung von Extremitaten fihrt (Mills et al. 1999; Yang et al.
1999; Rufini et al. 2006). Auch beim Menschen kommt es durch Mutationen im p63-
Gen zu ahnlichen phanotypischen Entwicklungsstérungen, die in sechs autosomal-
dominant vererbten Syndromen (EEC (Ectrodactyly-Ectodermal-Dysplasia-Cleft)-
Syndrom, ADULT (Acro-Dermato-Ungual-Lacrimal-Tooth)-Syndrom, AEC
(Ankyloblepharon-Ektodermal-Dysplasia-Cleft)-Syndrom, SHFM (Split Hand/Foot
Malformation)-Syndrom, LMS (Limb-Mammary)-Syndrom und RH (Ramsay-Hunt)-
Syndrom), aber auch in nicht-syndromalen Auspragungen (zum Beispiel SHFM4 (Split
Hand/Foot Malformation 4) und NSCL (Nonsyndromic Cleft Lip)) beschrieben sind
(Brunner et al. 2002; Rinne et al. 2007; Tadini et al. 2013).

TAp63 wird in Oozyten produziert und spielt eine entscheidende Rolle wahrend der
Meiose durch Induktion des Zelltods von Oozyten nach DNA-Schadigung (Suh et al.
2006). Zudem wird TAp63 zusammen mit p53 und ANp73 eine entscheidende Rolle in
der Entwicklung von Neuronen zugeschrieben (Jacobs et al. 2005; Dotsch et al. 2010).
Dass ANp63 in odontogenen Zellen von Mausembryonen, aber auch, zusammen mit
p73, in normalen und neoplastischen Zellen des Ameloblastoms nachgewiesen
werden konnte, deutet darauf hin, dass diese Isoform bei der Zahnentwicklung eine
wichtige Rolle spielt (Kumamoto et al. 2005; Matalova et al. 2008). Anhand von
Untersuchungen in knockout-Mausen zeigte sich, dass neben p63 auch PAX9 (Paired
Box Gene 9), MSX1 (Msh Homebox 1), PITX2 (Pituitary Homebox 2), GLI2/3 (GLI
Family Zinc Finger 2/3), LEF1 (Lymphoid Enhancer-Binding Factor 1), DLX1/2 (Distal-
Less Homebox 1), Activin 3 und TGFa (Transforming Growth Factor a) zum Fehlen
eines oder mehrerer Zahne (Hypodontie) fuUhren, da bei Fehlen des jeweiligen Proteins
die Zahnentwicklung schon im Knospenstadium gestoppt war (Matalova et al. 2008).
Zudem scheint p63 auch an der Entstehung des Adenomatoiden Odontogenen

Tumors (AOT) beteiligt zu sein (Sempere et al. 2006).
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p73

Struktur von p73

Das auf Chromosom 4 und 1p36.3 lokalisierte p73-Gen enthalt in 80.000 bp ebenfalls
15 Exons, zudem noch zwei Promotorabschnitte (P1 und P2), die zu funf
verschiedenen p73-Isoformen fuhren (P1: TAp73, Ex2p73, Ex2/3p73, AN'p73; P2:
ANp73). Wie in Abbildung 8 zu sehen, kdnnen durch alternatives Spleillen am C-
terminalen Ende sieben Isoformen (a, B, v, 0, €, ¢, n) gebildet werden, wobei insgesamt
14 Isoformen von p73 beschrieben sind (Murray-Zmijewski et al. 2006; Pflaum et al.
2014; Melino 2020).

TAp73
Ex2p73
Ex2/3p73 12

P1:AN'p73 -
v B
> P2: ANP73 Pl 3 \
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¢
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“EX2/3
)
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TAD = Transaktivierungsdomane; DBD = DNA-bindende Doméne; OD = Oligomerisierungsdomane;
P = Promotor; SAM = Sterile Alpha Motif

Abbildung 8: Struktur des p73-Gens
adaptiert nach Pflaum et al. (2014)

Funktion von p73

Um den Erhalt der Zellintegritat zu sichern, sorgt p73 durch Interaktion mit p21 und
p57/Kip2, sowie mit CDC25 B (Cell Division Cycle 25; M-phase Inducer Phosphatase
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2) und C (M-phase Inducer Phosphatase 3), Cyclin B1 und B2 und FLASH (FLICE-
Associated Huge Protein) flr einen Abbruch der Zellteilung in der G1-, G2/M- bzw. S-
Phase (Pflaum et al. 2014). AuRerdem wird p73 auch die Beteiligung an der Kontrolle
von Mitosevorgangen zugeschrieben. In TAp73—negativen Oozyten wurde eine
verminderte Funktionstlchtigkeit von BUB1 (Budding Uninhibited by Benzimidazole 1)
festgestellt, wodurch die Anheftung von BUBR1 (Budding Uninhibited by
Benzimidazole-related 1) an das Kinetochor wahrend der Kernteilung gestort war
(Niikura et al. 2007; Tomasini et al. 2009).

Obgleich das p73-Gen in weniger als 1% der Malignome mutiert ist, spielt die
Uberexpression von p73 fir die maligne Transformation eine wichtige Rolle.
Experimente mit knockout-Mausen ergaben, dass das Fehlen von p73 ein erhdhtes
Risiko fur eine Tumorentstehung darstellt (Flores et al. 2005; Tomasini et al. 2008;
Pflaum et al. 2014; Melino 2020).

Eine spezielle Funktion Ubernimmt p73 in der Entwicklung und Differenzierung
neuronaler Zellen sowie in der Infektabwehr. p73-knockout-Mause zeigen neben einer
Fehlentwicklung des Hippocampus und der Entwicklung eines Hydrocephalus eine
erhohte Infektionsanfalligkeit aufgrund eines beeintrachtigten Immunsystems (Doétsch
et al. 2010). Verantwortlich fur diese Dysfunktionen und Dysgenesien ist das Fehlen
der NGF (Nerve Growth Factor)-induzierten Isoform ANp73, die zusammen mit p53
und TAp63 einen Regelkreis bildet, der den kontrollierten Zelltod von Neuronen steuert
(Pozniak et al. 2000; Jacobs et al. 2005; Détsch et al. 2010).

Da das Fehlen von p73 bei weiblichen und mannlichen p73-knockout-Mausen zu
Infertilitat fuhrt, hat sich gezeigt, dass p73, insbesondere TAp73, an der

Keimzellentwicklung beteiligt ist (Tomasini et al. 2008).

1.2.3 Interaktion zwischen p53, p63 und p73

Aufgrund der strukturellen und funktionellen Homologie aller Mitglieder der p53-Familie
geht man davon aus, dass p53 nicht singular an der Wahrung der Zellintegritat beteiligt
ist, sondern vielmehr ein Wechselwirken zwischen p53, p63 und p73 innerhalb eines
Netzwerkes stattfindet (Muller et al. 2006).
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Tatsachlich zeigen Experimente mit p63-p73-knockout-Mausen, dass p53 in
Abwesenheit von p63 und p73 die Transkription seiner Zielgene BAX, NOXA (Phorbol-
12-Myristate-13-Acetate-Induced Protein 1) und PERP (p53 Apoptosis Effector
Related to PMP-22) nicht induziert und deuten damit darauf hin, dass p53 fur die
AuslUbung seiner Funktion auf seine ,Familienmitglieder angewiesen ist (Murray-
Zmijewski et al. 2006).

Ein komplexes Netzwerk ergibt sich nicht nur aus der Steuerung gemeinsamer
Zielgene aller Mitglieder der p&3-Familie, sondern zusatzlich auch aus der
gegenseitigen Beeinflussung von p53, p63 und p73 und ihrer Isoformen. So kénnen
zum Beispiel p53 und TAp73 an den P2-Promoter des p73-Gens binden und so die
Expression von ANp73 induzieren (Murray-Zmijewski et al. 2006). Laut Muller et al.
sind die Isoformen mit funktioneller TA-Domane fur die Transkription der
gemeinsamen Zielgene verantwortlich, wahrend die N-terminal trunkierten AN-
Isoformen die Transkription der nicht trunkierten Formen von p53, p63 und p73
blockieren und diese so in ihrer Funktion z. B. als Apoptosemediatoren antagonisieren
(Mdller et al. 2006).

Wie in 1.2.2 bereits erwahnt, sind auch wahrend der neuronalen Zellentwicklung
Wechselwirkungen zwischen p53, TAp63 und ANp73 bekannt (Détsch et al. 2010).

1.3 Das Alpha-Fetoprotein (AFP)

1.3.1 Struktur und Regulation

Das AFP-Gen (4q13.3) besteht aus ca. 20.000 bp; es ist in 14 Introns und 15 Exons
aufgeteilt, von denen das erste und das letzte nicht transkribiert werden (Lazarevich
2000). Das humane AFP-Gen ist dem der Maus und Ratte in struktureller Hinsicht
homolog. Die Gene unterscheiden sich nur in der Sequenz zweier Nukleotide, was
jedoch auf die Aminosauresequenz des AFPs und seine Funktion keine Auswirkung
hat, sowie in der Lange zweier Exons (Exon 3 und 15) (Sakai et al. 1985; Lazarevich
2000). Am 5°-Ende des Maus-AFP-Gens befinden sich innerhalb eines ca. 7 kbp
langen cis-regulatorischen Fragments ein ca. 250bp langer Promotor und drei
gewebsspezifische Enhancer-Regionen (-2,5kbp; -5kbp; -6,5kbp), sowie eine

Repressor-Domane (ca. -850kbp) (Spear 1994; Lee et al. 1999; Lazarevich 2000).
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Regulatoren, die auf Promotorbasis die Transkription des Maus-AFP-Gens
beeinflussen, sind HNF (Hepatocyte Nuclear Factor) 1 und 3, C/EBP
(CCAAT/Enhancer-Binding Protein), Nkx2.8, FTF (Fetoprotein Transcription Factor)
und NF1 (Neurofibromin 1) (Scohy et al. 2000; Gabant et al. 2002; Peterson et al.
2011). Auch die Zinkfingerproteine Zbtb20 und Zhx2 sowie miR-122 konnten mit der
Regulation des AFP-Gens in Verbindung gebracht werden (Kojima et al. 2011; Galle
et al. 2019).

FUr das humane AFP-Gen wurde ein ahnliches regulatorisches Muster beschrieben.
Wie in Abbildung 9 dargestellt, befinden sich vor einem ca. 200bp langen Promotor
zwei Silencer-Regionen bei -402 bis -169bp (S1) und -1822 bis -951bp (S2), wobei der

distale Silencer zu dominieren scheint (Lazarevich 2000).

p53 HNF1,C/EBP
C/EBP, HNF6, p73 NFI,HNFI
Nuclear Receptor HNF3 Nkx2.8,FTF
AFr2 Zbtb20,Zhx2
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P = Promotor; S = Silencer; E = Enhancer, bp = Basenpaare

Abbildung 9:Strukturdarstellung des murinen (a) und humanen (b) AFP-Gens

(a) Struktur und trans-regulatorische Bindungsstellen des Maus-AFP-Gens

adaptiert nach Peterson et al (2011);
(b) Schematisierte Struktur und regulatorische Elemente im humanen AFP-Gen
adaptiert nach Lazarevich (2000); Scohy et al. (2000); Ninomiya et al. (2002);

Nakabayashi et al. (1991)
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Des Weiteren sind in der upstream-Sequenz zusatzlich zwei Enhancer-Sequenzen bei
-4 bis -3.7kbp und -3.7 bis -3.3kbp vorhanden (Ninomiya et al. 2002). In Intron 1 wurde
neben einem alternativen Promotor auch eine CAAC-reiche Enhancer-Region
identifiziert, an der die beiden Zinkfingerproteine BKLF (Basic Krippel-Like-Factor;
positive Regulierung) und YY1 (negative Regulierung) binden und so an der
Regulation der AFP-Expression beteiligt sind (Scohy et al. 2000).

p53 ist ein Inhibitor der AFP-Transkription. p53 bindet direkt an die Repressordomane
des AFP-Gens (Lee et al. 1999; Ogden et al. 2001). Sowohl P300-induzierte als auch
stressbedingte Expression von p53 resultieren in verminderten AFP-Spiegeln,
wahrend Mutationen in der DNA-bindenden Domane von p53 oder der AFP-
Repressor-Doméane zum Verlust dieses Inhibitionsprozesses fuhren (Lee et al. 1999).
p73 ist ebenfalls ein Repressor der AFP-Expression — genau wie p53. Beide Proteine
bewirken eine Reduzierung an Lysin-acetylierten und eine Vermehrung an Lysin-
dimethylierten = H3-Histonen, @ wobei durch die daraus resultierende
Chromatinkondensation an der AFP-Promotorsequenz (Repressor-Domane) die
Zuganglichkeit der DNA eingeschrankt und somit die Transkription verhindert wird
(siehe Abbildung 10) (Cui et al. 2005).

p53, p73

I

Deacetylierung,
Methylierung

AFP-
Promotorsequenz

Inhibition der AFP-
Transkription

Chromatin-
kondensation

Abbildung 10: Repression der AFP-Expression durch p53 und p73
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Bei der Transkription des AFP-Gens kdnnen unterschiedlich lange mRNA-Formen
gebildet werden, wobei im fetalen Serum vorwiegend die 2,1kbp lange mRNA auftritt
(resultierend in einem 68-70kDa schweren Protein, abhangig von der Glykosilierung),
bei Erwachsenen aber hauptsachlich kurzere Varianten nachgewiesen wurden
(Lazarevich 2000).

Im humanen Glykoprotein liegt der Kohlenhydratanteil bei 3-5% und die aus 590
Aminosauren bestehende Polypeptidkette bildet in ihrer dreidimensionalen Struktur
drei Uber Disulfidbricken charakterisierte Domanen (Morinaga et al. 1983).

Wie Mizejewski zeigte, ist vor allem die dritte carboxyterminale Domane von AFP an
Protein-Protein-Wechselwirkungen beteiligt. In diesem Abschnitt der AFP-
Polypeptidkette sind Aminosauresequenzen vorhanden, die zugehoérige Scavenger-
Rezeptoren (SR) binden kdnnen. Dazu sind CD36, CD163, Stabilin, SSC5D (Soluble
Scavenger Receptor Cysteine-rich domain-containing Protein SSC5D), SRB1
(Scavenger Receptor B1) und SREC (Scavenger Receptor Expressed By Endothelial
Cells), sowie der SR-assoziierte Mannose-Rezeptor, LDL-Rezeptor, der
Asialoglykoprotein-Rezeptor und der RAGE (Receptor for Advanced Glycation End
products)-Rezeptor zu zahlen. Zusatzlich wurden Scavenger-Rezeptor-Sequenzen im
Bereich des Growth Inhibitory Peptid (GIP)-Segments identifiziert, welches aus 34
Aminosauren der dritten Proteindomane des AFP (Aminosauresequenz 447-480 des
AFP) besteht (Eisele 2000; Mizejewski 2007).

1.3.2 Funktion von AFP

AFP entstammt einer Genfamilie, zu der aulier dem Serumprotein noch Albumin,
Alpha-Albumin und Vitamin D-bindendes Protein zahlen (Sakai et al. 1985; Scohy et
al. 2000; Gabant et al. 2002). Bei Erwachsenen unterliegt AFP einem postnatalen
Expressionsstop und ist somit physiologisch nur in geringer Konzentration vorhanden,
wahrend es im humanen embryonalen Leber- und Dottersackgewebe stark exprimiert
wird (Ingram et al. 1981; Harper und Dugaiczyk 1983; Galle et al. 2019). Ausnahmen
bilden hierbei bestimmte Erkrankungen, wozu neben dem HCC und Keimzelltumoren
noch die Tyrosinamie und das Teleangiektasie-Ataxie-Syndrom gehdren, bei denen
die Konzentration an AFP erhdht ist (Harper und Dugaiczyk 1983; Wilkinson D.S.
2008; Abdel-Aziz et al. 2016; Pedrazzoli et al. 2021).
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Die Tatsache, dass AFP in Leberzellen und im Dottersack wahrend der Embryogenese
produziert wird, legt nahe, dass es fur die fetale Entwicklung von entscheidender
Bedeutung ist. Bei weiblichen Mausen fuhrte der knockout von AFP zu Storungen des
Hypophysen/Hypothalamus-Systems und damit zur Infertilitat (MacLusky und Naftolin
1981; Gabant et al. 2002).

Die strukturelle Homologie von 39% mit Albumin und die Fahigkeit zahlreiche andere
Bindungen mit Steroiden, Fettsauren, Bilirubin, Kupfer, Nickel und pharmakologischen
Substanzen eingehen zu konnen, deutet darauf hin, dass AFP ein wichtiger Faktor fur
biologische Transportprozesse ist (Morinaga et al. 1983; Gillespie und Uversky 2000;
Gabant et al. 2002; uniprot AFP, 2018).

Zusatzlich geben erhohte AFP-Werte auch Hinweis auf andere chronische
Lebererkrankungen (Di Bisceglie, Adrian M et al. 2005; Looijenga, Leendert H J 2009;
Nogales et al. 2012; Rich und Singal 2014). Auf Grund der geringen Spezifitat wird in
neueren europaischen und amerikanischen Studien, im Gegensatz zu Studien aus
Japan und Asien, die serologische Bestimmung des AFP-Spiegels nicht mehr zum
Screening des HCC empfohlen (EASL Clinical Practice Guidelines 2018;
Lersritwimanmaen und Nimanong 2018). Im Zusammenhang mit der
Hepatokarzinogenese wird auch eine Beeinflussung des Immunsystems bei HCC-
Patienten beschrieben, wobei sich die erh6hte AFP-Konzentration auf die Funktion der
dendritischen Zellen und naturlichen Killerzellen und folglich auf die zellulare
Immunantwort durch B- und T-Lymphozyten negativ auswirkt (Alisa et al. 2005;
Setiyono et al. 2011; Wang et al. 2018). Neuere Studien belegen, dass AFP
tumorférdernde Eigenschaften besitzt. AFP kann zu einer Deregulation der
Immunantwort fuhren, indem es inhibitorisch auf Antigen-prasentierende Zellen (APC)
wirkt und damit das adaptive Immunsystem herunterreguliert (Alisa et al. 2005;
Setiyono et al. 2011; Wang et al. 2018). Die Tatsache, dass der AFP-Spiegel im HCC
haufig erhoht ist, ist ein moglicher Angriffspunkt in der Immuntherapie. Ziel ist dabei
eine Immunantwort gegen AFP zu induzieren, um so eine Immunantwort gegen AFP-
positive Tumore einzuleiten. Es wurde bereits gezeigt, dass CD8" oder CD4* T-Zellen
bestimmte Epitope des AFP-Antigens erkennen und anschliel3end die Produktion von
TNF (Tumor Necrosis Factor) und IFN (Interferon)-y zur Bekampfung von HCC-Zellen
steigern konnen. Versuche zur Immunisierung gegen AFP in murinen Tumormodellen
verliefen positiv (Butterfield et al. 2001; Hiroishi et al. 2010; Wang et al. 2018).
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Nicht zuletzt 1asst die Expression von AFP wahrend der G1- und S-Phase im Zellzyklus
einen engen Zusammenhang mit den p53-Proteinen in Bezug auf die Regulation von
Zellteilungsprozessen vermuten (Gabant et al. 2002; Cui et al. 2005). AFP reguliert
auch die Aktivitat verschiedener Transkriptionsfaktoren. Dabei kann AFP seine
Struktur in eine wachstumshemmende Variante, das tAFP (,transformed AFP®),
andern, die auch das 34-Aminosauren lange GIP (Growth Inhibitory Peptid) enthalt.
GIP ist in unterschiedliche zellulare Prozesse involviert, wobei es die Entstehung eines
Malignoms und dessen Metastasierung verhindert, indem es das Zellwachstum und
die Tumorzell-Adhasion an Matrix-Proteine inhibiert (Muehlemann et al. 2005;
Mizejewski 2007, 2011).

1.4 AFP als Bestandteil einer p53-Familien-Zielgensignatur mit

prognostischer Relevanz fur Patienten mit HCC

Ziel unserer Arbeitsgruppe ist es, die Funktion der p53-Familie in der
Hepatokarzinogenese, im Therapieansprechen und in der Prognose des HCC zu

verstehen.

In Vorarbeiten haben wir mittels Microarray-Technik Zielgenexpressionsprofile der
p53-Familie in Hep3B-Zellen erstellt. Dazu wurden Hep3B-Zellen mit adenoviralen
Konstrukten der p53 Familienmitglieder transduziert. Diese Gen-Promotor-Konstrukte
kodierten fur die einzelnen p53-Familienmitglieder (Abbildung 11). p53/p63/p73-
vermittelte Veranderungen der Genexpression wurden mittels Microarrays analysiert.
Die prognostische Relevanz der hierbei aus den in vitro Daten gewonnen
Zielgensignaturen wurde mittels eines integrativen Ansatzes unter Einbezug eines
externen humanen in vivo Expressionsdatensatzes von 139 HCC-Patienten
nachgewiesen. Neben Zielgensignaturen der einzelnen p53-Familienmitglieder im
HCC wurden gemeinsame 78- und 28-Zielgensignaturen der p53-Familie im HCC
identifiziert. Besonders hervorzuheben ist, dass AFP ein Bestandteil sowohl der

prognostisch relevanten gemeinsamen 78- wie auch der 28-Zielgensignatur ist.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der erarbeiteten Zielgenexpressionsprofile

mittels Microarray-Technik

AFP ist ein potenzielles Zielgen der p53-Familie mit prognostischer Relevanz im HCC

adaptiert nach Kerkeni, SS (2013) und Pelc, A. (2015)

1.5 Zielsetzung
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Die Entwicklung neuer und effektiverer HCC-Therapieansatze liegt in einer stringenten
Definition verschiedener HCC-Subtypen und der Entwicklung hochspezifischer und
individualisierter therapeutischer Ansatze. Ein besseres Verstandnis der molekularen
Grundlagen pathogenetischer Prozesse im HCC ist dabei unerlasslich (Jindal et al.
2019). Wie von unserer Arbeitsgruppe beschrieben, haben alle p53-Familienmitglieder
aufgrund ihrer Beteiligung an Signalwegen, die DNA-Reparatur, Zellzyklusarrest und
Zelltod steuern, einen entscheidenden Einfluss auf die Therapiesensitivitat und
Prognose des HCC (Gressner et al. 2005; Mdller et al. 2005; Mdller et al. 2006; Mundt
et al. 2010; Schuster et al. 2010; Seitz et al. 2010). Wir haben Uber einen integrativen
und komparativen Ansatz aus Whole-Genome-Array-Analysen und HCC-
Patientendatensets eine 28 Gene umfassende prognostisch relevante
HCC-Zielgensignatur der p53-Familie identifiziert (Pelc A. 2015). Fur 7 dieser 28 Gene,
unter denen sich AFP befindet, konnte im Rahmen einer weiteren Arbeit die Regulation
auf gPCR-Ebene bestatigt werden (Kerkeni, SS. 2013).

Es wurde bisher gezeigt, dass p53 und p73 Repressoren der AFP-Expression sind
(Lee et al. 1999; Cui et al. 2005). Nicht untersucht ist bisher, inwieweit andere p53-
Familienmitglieder in die Regulation der AFP-Expression involviert sind. Daher wurde
in dieser Arbeit besonderes Augenmerk auf die p53 Familienmitglieder p63 und ANp73
und deren Rolle in der Regulation des AFP-Gens untersucht. Aus dem Verstandnis
der Regulationsmechanismen von AFP ergeben sich potentielle innovative Ansatze

zur Entwicklung von neuen Therapieoptionen fir Patienten mit HCC.

Folgende Fragestellungen sollten deshalb im Rahmen der vorliegenden Arbeit

bearbeitet werden:

1. Welche Effekte haben die p53-Familienmitglieder p53, p63 und p73 auf die
Transkription und die Synthese von AFP?

2. Wie reguliert die dominant-negative Isoform ANp73 die AFP-Transkription im
Vergleich zu ihrer TA-Isoform?

3. Konnen durch Verifizierung bekannter und Identifizierung neuer potentieller
Bindungsstellen im AFP-Gen Ruckschlusse auf Regulationsmechanismen

durch die p53-Familie gezogen werden?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Laborbedarf

Biofuge

COz2 Brutschrank

Elektrophorese

Probengefalie

Falcon Tubes
Laminar-Flow-Werkbank
LightCycler® 480 Real-time PCR
Magnetruhrer

Mikroskop CK 2

Mikroskop Typ 71071

Multiwellplatte PCR

NanoPhotometer

Pipetten

Pipettenspitzen
Schlauchpumpensystem
Schuttler

Sterile Pipettenspitzen

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Heraeus Holding GmbH, Hanau
Hoefer Inc., Holliston

Eppendorf AG, Hamburg

Corning Inc., New York, USA
Heraeus Holding GmbH, Hanau
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
IKA®-Werke GmbH + Co. KG, Staufen
Olympus GmbH, Hamburg

Leica Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar
Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Implen GmbH, Miinchen

Eppendorf AG, Hamburg und Gilson, Inc.,
Middelton, USA

Sarstedt AG + Co., NUmbrecht
Vacuubrand GmbH + Co. KG, Wertheim
Biometra GmbH, Gottingen

Corning Inc., New York, USA
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Thermomixer

Thermo Scientific Centrifuge

Thermo Scientific Megafuge

Waage
Western Blot-System

Zellschaber

Zellkultur Multiwell Platten 6 Well

Zellkulturflasche

2.1.2 Software

Eppendorf AG, Hamburg
Heraeus Holding GmbH, Hanau
Heraeus Holding GmbH, Hanau
Sartorius AG, Gottingen

Hoefer Inc., Holliston, USA
Sarstedt AG + Co., NUmbrecht
Corning Inc., New York, USA

Corning Inc., New York, USA

Ensembl https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?
db=core;g=ENSG00000081051;r=4:73431138-73456174
(Abgefragt am: 18.02.2021)

Excel Microsoft Corporation

Diagrams.net (Draw.io)

https://app.diagrams.net/ (Abgefragt am 26.01.2021)

Imagej 1

Java

Image Lab™ Software
6.0

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Software 1.5.0 SP4

Jaspar http://jaspar2016.genereg.net/
(Abgefragt am: 18.02.2021)
LightCycler® 480 | Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

SoftMax® Pro ELISA,
Software 4.3

Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, USA

Transfac

http://www.gene-regulation.com/
(Abgefragt am 18.02.2021)
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2.1.3 Molekularbiologische Reagenzien

Millipore-H,O National Diagnostics, Atlanta, USA
Acrylamidmix (30%) National Diagnostics, Atlanta, USA
0,8 % Bis-Acrylamid National Diagnostics, Atlanta, USA
Ammoniumpersulfat (10%) SIGMA®-ALDRICH, Missouri, USA
Butanol (H20-gesattigt) Merck KGaA, Darmstadt

Blockierlosung (PBS mit Tween,
Milchpulver 5%) Carl Roth GmbH, Karlsruhe

ECL-Mix (Luminol und p-Cumarinsaure)SIGMA®-ALDRICH, Missouri, USA

Gentamycin SIGMA®-ALDRICH, Missouri, USA

H,O, SIGMA®-ALDRICH, Missouri, USA
Lipofectamine® Invitrogen GmbH, Karlsruhe

(LTX und PLUS™-Reagent) SIGMA®-ALDRICH, St. Louis, USA
Laemmli-Puffer SIGMA®-ALDRICH, St. Louis, USA

MEM Eagle Kulturmedium SIGMA®-ALDRICH Missouri, USA
Opti-MEM® Kulturmedium Gibco® Life Technologies, Carlsbad, USA
PBS Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Merck KGaA, Darmstadt;
SIGMA®-ALDRICH Missouri, USA

QuantiTect®Reverse Transcription Kit QIAGEN GmbH, Hilden

RLT-Puffer QIAGEN GmbH, Hilden
RNeasy Minikit QIAGEN GmbH, Hilden
RIPA-Puffer SIGMA®-ALDRICH, Missouri, USA
SYBR®-Green QIAGEN GmbH, Hilden
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SDS (10%)

SDS-Puffer

TBST-Puffer (TBS und Tween 20)
TEMED

Tris-Puffer (1,5M; 1M)
Complete, Phosphostop

Antikorper
anti-AFP monoclonal (mouse)

anti-p53 monoclonal (mouse)

anti-p63 polyclonal (rabbit)

anti-p73 polyclonal (rabbit)

anti-mouse IgG peroxidase polyclonal

anti-rabbit IgG peroxidase polyclonal

3-Aktin pox

SIGMA®-ALDRICH, Missouri, USA
SIGMA®-ALDRICH, Missouri, USA
SIGMA®-ALDRICH, Missouri, USA
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA; sc-
126

abcam® plc., Cambridge, UK; ab179874
abcam® plc., Cambridge, UK; ab40648
SIGMA®-ALDRICH, Missouri, USA; A9044

SIGMA®-ALDRICH, Missouri, USA; A0545-
1ML

SIGMA®ALDRICH, Missouri, USA; A3854

Primer (QuantiTect® Primer Assays, QIAGEN GmbH, Hilden)

GAPDH (QT00079247), AFP (QT00085183), GFP (QT01079589)

2.1.4 Zelllinien

Hep3B-Hepatokarzinomzelllinie

Hep3B Zellen (Aden et al. 1979) wurden bei 37°C und einer CO,-Konzentration von
5% kultiviert. Die Zellen sind p53-negativ (Cui et al. 2005), exprimieren jedoch p63,

p73 und ANp73 (Petitiean et al. 2005). Kawai et al. zeigten, dass es sich bei Hep3B
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um eine von funf AFP-produzierenden Leberkarzinomzelllinien handelt (Kawai et al.
2001).

2.1.5 Plasmide

Zur Expression von p53 Familienmitgliedern wurden folgende Plasmide verwendet:
pcDNA TAp53
pcDNA TAp63
pcDNA TAp73
pcDNA ANp73

sowie ein pcDNA-Kontrollvektor mit Griin Fluoreszierendem Protein (GFP).

2.2 Methoden

2.2.1 Hep3B-Zellkultur

Die Hep3B-Zellen wurden bei 37°C und 5%iger CO,-Konzentration in MEM (Minimum
Essential Medium) Zellkulturmedium mit 10% FCS (Fotales Kalberserum) in
Kulturflaschen mit einer Wachstumsflache von 175 cm? kultiviert. Die Zellen wurden
zweimal wdchentlich passagiert.

Hierbei wurden die Zellen nach Verwerfen des Mediums einmal mit 10ml PBS
(Phosphate-Buffered Saline) gewaschen. AnschlieRend wurden 5ml Trypsin-EDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure) zum Losen der Zellen vom Flaschenboden zugefuhrt
und unmittelbar danach wieder abgenommen (5ml 10-fach Konzentrat Trypsin-EDTA
wurde zuvor mit 45ml PBS verdunnt). Daraufhin wurden die Zellen in MEM-Medium
(10% FCS) resuspendiert und in neue Zellkulturflaschen Uberfuhrt.

Zur Verwendung in den folgenden Versuchsansatzen wurde die Zellzahl bestimmt

(rund 0,7x108/ml) und die Zellen dann auf 6-Well Platten ausgesét.
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2.2.2 Plasmid-Transfektion

Zur Expression einzelner Mitglieder der p53-Familie in Hep3B-Zellen wurden die auf
6-Well-Platten ausgesaten Zellen mit den jeweiligen Plasmiden, die das gewunschte
Gen enthalten, transfiziert. Als Kontrolle wurde ein Referenzvektor, der ein GFP-Gen
enthalt, verwendet. Im Hinblick darauf, dass die verschiedenen Isoformen der p53-
Familienmitglieder sich gegenseitig beeinflussen kdnnten, wurden die Zellen einzeln
mit p53-, p63-, p73-, und ANp73-Plasmiden (pcDNA TApS53, pcDNA TAp63, pcDNA
TAp73, und pcDNA ANp73) und dem Kontrollplasmid (pcDNA GFP) transfiziert.

Fir die Transfektion wurde Lipofectamine (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) verwendet,
das aus den zwei Reagenzien LTX und PLUS™-Reagent besteht. Die Transfektion
wurde laut Herstellerangaben durchgeflhrt:

432yl LTX und 10,8ml Opti-MEM-Zellkulturmedium wurden vorgelegt. Fur den DNA-
Komplex-Ansatz wurden 45ul PLUS™-Reagent und 45ul DNA-Probe in 2,1ml Opti-
MEM verdinnt. Dann wurden 1,8ml des LTX-Ansatzes zum DNA-Komplex gegeben
und fur funf Minuten inkubiert. Nach funf Minuten wurden 200pl der LTX-DNA-
Suspension zu den Zellen gegeben. Die Zellernte erfolgte in der Folge nach 24, 48
und 72 Stunden (einmalig auch nach 96 Stunden).

2.2.3 Zellernte und Protein-Isolation

Die transfizierten Hep3B-Zellen wurden nach 24, 48 und 72 Stunden flr weitere
Versuche geerntet. Der Medium-Uberstand wurde gesammelt und die Zellen mit einem
Zellschaber vom Schalenboden abgeldst. Durch Spulen mit ca. 1ml PBS wurden nun
die restlichen Zellen gesammelt und zum Medium-Uberstand gegeben. Im Anschluss
daran erfolgte eine Zentrifugation bei 1200 U/min und 21°C fur funf Minuten und der
Uberstand wurde verworfen Das Pellet wurde in 900ul PBS gelést, von dem in der
Folge 600ul fur Protein-Analysen sowie 300ul fir RNA-Analysen verwendet wurden.
Die Zellpellets wurden im Anschluss fur die Zelllyse und die Protein-Isolation in 80—
100ul RIPA (Radioimmunoprecipitation Assay)-Puffer (mit Zusatz von Phosphostop
und Complete) aufgenommen und 60 Minuten auf Eis inkubiert, anschlieend 60
Minuten bei 14.000 U/min und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand, in dem sich die
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isolierten Proteine fur die spateren Western-Blots befanden, wurde in neue Proben-
ReaktionsgefalRe gegeben und diese bei -20°C gelagert.
Analog wurden die Pellets fur die spatere RNA-Isolation in 300—-330ul RLT-Puffer

gel6st und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

2.2.4 RNA-Isolation und cDNA-Herstellung fur gPCR

RNA-Isolation

Die RNA-Isolation erfolgte unter Verwendung des RNeasy Mini Kits (Qiagen) nach
Angaben des Herstellers. Die RNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt. Die

RNA wurde anschlieRend in cDNA umgeschrieben
cDNA-Synthese

Die reverse Transkription erfolgte mit Hilfe des QuantiTect® Reverse Transcription Kits
(Qiagen) nach Herstellerangaben. Aus den zuvor bestimmten RNA-Konzentrationen
wurde das Probenvolumen berechnet, das 1ug RNA entsprach und fur die cDNA-
Synthese bendtigt wurde. Danach folgte die Degradation der genomischen DNA,
gefolgt von der eigentlichen reversen Transkription. Die Proben wurden anschliel3end
bei -20°C gelagert.

2.2.5 Quantitative Echtzeit-PCR (Real-time-quantitative-Polymerase-

chain-reaction, gPCR)

In der gPCR werden Nukleinsauren amplifiziert und zusatzlich quantitativ durch
Fluoreszenz (meist mit SYBR-green) analysiert, wobei sich die Intensitat der
Fluoreszenz proportional zur Menge an PCR-Produkten verhalt (Law et al. 2014). Bei
den Primern handelt es sich um validierte QuantiTect® Primer (Qiagen, siehe 2.1.3).
Dabei wurden die qPCR-Messungen mit dem Referenzgen (Housekeeping-Gen)
GAPDH  (Glycerinaldehyd-3-Dehydrogenase) verglichen und an dessen
Expressionsmuster angepasst (Normierung).

Zuerst wurden die vorgefertigten Doppel-Primer (QuantiTect® Primer Assays,

QIAGEN GmbH) in 1,1ml TE-Puffer (Tris und EDTA) gelést und anschlieend ein
38



Primer-Mix nach Anleitung des Herstellers verwendet: In vorbeschriftete
ReaktionsgefalRe wurden 110ul Primer, 550ul SYBR®-Green und 330ul RNase-freies
Wasser gegeben. Es wurden auf 384-Well-Platten pro Well 9ul des Primer-Mixes und
1ul der cDNA-Probe eingesetzt (alle Proben in Doppelbestimmung) und anschlieend
im LightCycler®-Gerat mit entsprechender Software (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) ausgewertet. Die resultierenden Rohdaten wurden anschlieRend in
Microsoft Excel importiert und gemittelt (Doppel- und Triplettbestimmung). Die Daten
wurden mit Hilfe der ,delta-delta-Ct-Methode“ (AACT-Methode) ausgewertet, wobei die
konstitutive Expression des housekeeping-Gens (hier GAPDH) als Referenz
verwendet und so eine Normalisierung der Expressionsunterschiede erreicht wurde
(Pfaffl 2004).

Cp (= englisch: Crossing point) oder Ct (= Cycle threshold) steht fur den Zyklus, in dem
das Fluorenzenzsignal eine bestimmte Schwelle erreicht, beziehungsweise ein

konstantes Fluoreszenzniveau gemessen wird (Pfaffl 2004; Rao et al. 2013).

2.2.6 Western Blot

BCA-Protein-Assay

Zunachst wurde die Proteinkonzentration mittels BCA (Bicinchoninic Acid)-Test
analysiert. Hierzu wurde zuerst eine Standardreihe angesetzt, die sich aus BSA-
Stammldsung (2000pg/ml) und RIPA-Puffer zusammensetzte und bis zu 200ug/ml
verdunnt wurde. 10yl der Standardverdinnung bzw. 10pl der jeweiligen Proteinlysate
mit der entsprechenden Proteinmenge und 200pl Working Reagent, das aus
Bicinchoninic Acid und Kupfer-lI-Sulfat bestand, wurden eingesetzt; wobei als
Negativkontrolle 10upl RIPA dienten. Alle Proteinproben wurden doppelt bestimmt.
AnschlieBend wurde die Platte 30 Sekunden lang vorsichtig geschuttelt und 30
Minuten bei 37°C inkubiert. AbschlieRend erfolgte die Messung im ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay)-Photometer bei 560nm und die Auswertung mit der

zugehorigen Softmax-Software.
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Western Blot

Hierbei werden Proteine nach inrem Molekulargewicht in der Gel-Elektrophorese (hier:
SDS-PAGE, Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) aufgetrennt und
dann auf eine Membran Ubertragen. Hierzu wurde ein 12%-iges SDS-Polacrylamidgel
genutzt. Die Proteinproben wurden in Laemmli-Puffer funf Minuten bei 95°C
aufgekocht. Durch die Erhitzung kam es zur Denaturierung der Proteine. Die Proben
wurden dann auf das Gel aufgetragen und bei 256mA pro Gel fur 60 Minuten
aufgetrennt (Mahmood und Yang 2012).

Nach der Elektrophorese erfolgte die Ubertragung der Proteine auf eine Membran. Die
Dauer des Transfers betrug 50 Minuten bei 80mA pro Gel. Im Anschluss wurde die
Membran, um nicht-spezifische Protein-Bindungsstellen zu blockieren, fur 60 Minuten
in eine Blockierlosung (PBS) mit 0,05% Tween und Milchpulver) gelegt und danach
der jeweilige Erst-Antikorper Uber Nacht im Kuhlraum inkubiert (anti-p63 (mouse;
1:500), anti-p73 (rabbit; 1:600), anti-p53 (mouse; 1:500), anti-AFP (mouse; 1:100)).
Die Membran wurde dann dreimal je 5 Minuten mit TBST (Tris-buffered Saline with
Tween20)-Puffer gewaschen, anschlieBend folgte die Zugabe und 60-minatige
Inkubation des Peroxidase—gekoppelten Zweit-Antikorpers, der, dem Erst-Antikorper
entsprechend, von der Maus (a-mouse-pox) oder vom Kaninchen (a-rabbit-pox)
stammte und in einer Verdinnung von 1:3000 eingesetzt wurde. Danach wurde der
Blot mit ECL (Enhanced Chemiluminescence) entwickelt und mit der ImageJ-Software

quantifiziert.

2.2.7 Bindungsstellenanalyse des humanen AFP-Gens

Um bereits beschriebene Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen am humanen AFP-Gen
fur p53-Proteine zu bestatigen (Lazarevich 2000), aber auch um mdgliche weitere
putative Bindungsstellen zu identifizieren, wurde mit Hilfe von Transfac® und Jaspar
eine Bindungsstellenanalyse fur die Mitglieder der p53-Familie im humanen AFP-Gen
durchgefuhrt.

Es wurde ein MATCH-Algorithmus auf 21 in der Transfac-Matrix gespeicherten,
positionsgewichteten  Matrizen der 53-Familie angewandt, um putative

Bindungsstellen dieser Transkriptionsfaktoren zu identifizieren. Die
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positionsgewichteten Matrizen dienten als Grundlage fur die Identifikation der
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen. Die Cut-Offs der Matrizenubereinstimmung
wurden an die jeweilige Lange der zu analysierenden Sequenzen adaptiert. Weiterhin
wurde zur Validierung der Bindungsstellen eine zusatzliche Analyse mit Jaspar
5.0 _Alpha durchgefuhrt. Auch diese wurde an die Lange der zu analysierenden
Sequenz angepasst. FlUr die vorliegenden Analysen wurde festgelegt, dass eine

Bindungsstelle wahrscheinlich ist, wenn gilt: Sequenzhomologie > 0,9 bzw. > 70%.

Mit Hilfe bestimmter sogenannter Weight Matrices (Position-Specific-Score-Matrix;
PSSM; = Matrix) kdnnen potentielle Bindungsstellen (Transcription Factor Binding
Sites; TFBS) in beliebigen Sequenzen gefunden werden, was auch als "‘phylogenetic
footprinting” bezeichnet wird (Matys et al. 2003; Sandelin et al. 2004; Andersen et al.
2008; Mathelier et al. 2016). Hierzu wurde in einer weiteren Datenbank, Ensembl, das
humane AFP-Gen (ENSGO00000081051) und das Transkript mit der ID:
ENST00000395792.6 ausgewahlt und die jeweiligen Upstream-, Intron- und
Exonsequenzen in der Datenbank mit vorgegebenen Matrix-Sequenzen von p53, p63

und p73 abgeglichen und ausgewertet.

2.2.8 Statistische Auswertung

Die delta-delta-Ct-Werte der gPCR wurden im SAS-System anhand des MANOVA
(Multivariate Analysis of Variance)- und ANOVA (Analysis of Variance)-Verfahrens
statistisch ausgewertet. Zudem wurden die Daten im Welch-Test hinsichtlich ihrer
Signifikanz untersucht, wobei der p-Wert (p) flir einen zweiseitigen Hypothesentest
berechnet wurde und die Versuchsanzahl n zwischen 6 und 9 betrug.
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3 Ergebnisse

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden in Genomanalysen (Whole genome
array) Expressionsprofile von Zielgenen der p53-Familienmitglieder im HCC erstellt
(Abbildung 11). Hieraus resultierend, wurde eine - den drei p53 Familienmitgliedern
gemeinsame - 28 Gene umfassende HCC-Gen-Signatur von prognostischer Relevanz
definiert (Kerkeni SS. 2013; Pelc A. 2015). Mit dem fur den Kklinisch relevanten
Tumormarker AFP kodierenden Zielgen AFP soll im Rahmen dieser Arbeit eines dieser
Gene und seine Regulation durch die p53-Familie weiter charakterisiert werden.

3.1 Der Einfluss der p53-Familie auf die Expression von AFP

Hep3B ist eine HCC-Zelllinie, die defizient flr p53 ist. Darliber hinaus weisen diese
Zellen eine charakteristische AFP-Expression auf (ATCC; https://www.lgcstandards-
atcc.org/en/Products/All/HB-8064.aspx#characteristics). Daher wurden in
Hep3B-Zellen die einzelnen p53-Familienmitglieder mittels einer Transfektion von
entsprechenden Plasmiden exprimiert. Anschlieend wurde die relative AFP-

Expression im zeitlichen Verlauf bestimmt.

3.1.1 Der Einfluss von p53 auf die AFP-Transkription in Hep3B-Zellen

p53 ist ein Repressor des AFP-Gens

Ziel war es, die molekularen Mechanismen der Regulation der AFP-Expression durch
p53 zu analysieren. Hierzu wurde die Zelllinie Hep3B, die eine Deletion fur p53
aufweist, verwendet. Die p53 Expression wurde durch Transfektion mit einem
Expressionsvektor (o)cDNA TAp53) wieder hergestellt. Die RNA aus Hep3B-Zellen, die
mit p53 oder GFP transfiziert waren, wurde isoliert und in cDNA umgeschrieben.
AnschlieBend wurde mittels einer qPCR die AFP-Expression untersucht. Wie in
Abbildung 12 dargestellt, nahm im zeitlichen Verlauf die AFP-Expression signifikant
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ab. Nach 48 Stunden reduzierte sich die Transkription von AFP um 13% und nach 72
Stunden um 49% (p=0,004). Somit konnte gezeigt werden, dass p53 ein negativer
transkriptioneller Regulator von AFP ist. Dies ist in Ubereinstimmung mit Daten
anderer Gruppen, die ebenfalls eine Regulation von AFP durch p53 zeigen (Lee et al.
1999; Cui et al. 2005).
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Abbildung 12: AFP-Expression in p53-transfizierten Hep3B-Zellen

Hep3B-Zellen wurden mit pcDNA-p53 Plasmiden oder GFP-Kontrollplasmiden
transfiziert und zu drei unterschiedlichen Messzeitpunkten (24h, 48h, 72h) geerntet.
AnschlieBend wurde RNA aus den Zellen isoliert, quantifiziert und in cDNA
umgeschrieben. Die Transkriptmenge wurde mittels qPCR bestimmt und auf die
Kontrolle (GFP-Transfektion) normiert, statistisch ausgewertet und grafisch
dargestellt. Die y-Achse zeigt die AFP-mRNA-Spiegel relativ zu dem der Kontrollzellen
mit GFP, die x-Achse gibt die Transkfektionsgruppe, hier p53, und die
Transfektionsdauer wieder. Die Balken stellen die mRNA-Level relativ zu GFP in p53-
transfizierten Zellen dar. Die jeweilige Standardabweichung ist durch einen
Fehlerbalken gekennzeichnet.

Die AFP-Expression in p53-transfizierten Zellen war anfénglich erhéht, zeigte dann im
zeitlichen Verlauf eine signifikante Reduktion im Vergleich zu den GFP-Kontroll-Zellen.
*Signifikanz (p < 0,05) im Welch-Test bei n = 6 gegeben, dementsprechend gilt hier fiir
p53 24h p = 0,005; fiir p53 48h p = 0,11 (nicht signifikant); fir p53 72 h p = 0,004.
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3.1.2 Der Einfluss von p63 auf die AFP-Synthese in Hep3B-Zellen

TAp63 reprimiert das AFP-Gen

Der Einfluss von p63 auf AFP ist bisher noch nicht untersucht worden. Um den Effekt
einer Expression von p63 auf die AFP-Transkription in Hep3B-Zellen zu untersuchen,
wurde RNA von p63-transfizierten Zellen isoliert, in cONA umgewandelt und in einer

gPCR analysiert.
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Abbildung 13: AFP-Expression in p63-transfizierten Hep3B-Zellen

Die Expression von p63 und deren Effekt auf die AFP-mRNA Level wurde in Hep3B-
Zellen zu drei unterschiedlichen Messzeitpunkten (24h, 48h, 72h) getestet. Dazu
wurde die in cDNA umgeschriebene RNA in der gPCR analysiert und die statistische
Auswertung grafisch dargestellt. Die y-Achse zeigt die mRNA-Level relativ zu GFP-
Kontrollzellen, die x-Achse die Transfektion mit p63-Plasmiden und den Zeitpunkt der
Analyse. Die roten Balken stellen die AFP-mRNA-Level relativ zu GFP in p63-
transfizierten Zellen dar. Die Standardabweichung ist angegeben.

Die Ergebnisse zeigten eine Abnahme der AFP-mRNA-Menge in p63-transfizierten
Zellen lber 72h. *Signifikanz (p < 0,05) im Welch-Test bei n = 7 gegeben, dabei gilt fiir
p63 24h p = 0,02; fur p63 48h p = 0,25 (nicht signifikant); flr p63 72h p = 0,0004.
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Nach der Transfektion mit TAp63 wurde in Hep3B-Zellen in den folgenden 72 Stunden
eine stetige Reduktion der AFP mRNA-Menge nachgewiesen. Nach 48 Stunden war
die Expression des AFP-Gens um 12% und nach 72 Stunden um 27% (p=0.0004) im
Vergleich zur GFP-Kontrolle gesunken (Abbildung 13). Somit konnte zum ersten Mal

gezeigt werden, dass p63 ein negativer transkriptioneller Regulator von AFP ist.

3.1.3 Effekte der TAp73- und ANp73-Expression auf die AFP-
Transkription in Hep3B-Zellen

TAp73 wirkt als negativer Regulator der AFP-Transkription

Genau wie zu p63 ist sehr wenig bekannt Uber den Einfluss von p73 und seiner
dominant negativen Isoformen auf die AFP-Expression.

Um den Einfluss einer p73-Expression auf die AFP-Transkription in Hep3B-Zellen zu
analysieren, wurde auch hier RNA isoliert, in cDNA umgewandelt und die AFP-
Transkription mittels gPCR analysiert. Nach 48 Stunden ist die AFP-Expression um
71% (p=2,21 x 10°) und nach 72 Stunden um 86% (p=2,4 x 10'") gesunken
(Abbildung 14). Der Einfluss von p73 auf die AFP-Expression war damit im Vergleich

zu den anderen p53-Familienmitgliedern am deutlichsten erkennbar.
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Abbildung 14: AFP-Expression in p73-transfizierten Hep3B-Zellen

Hep3B-Zellen wurden mit p73-Plasmiden ftransfiziert und die aus den Zellen
gewonnene RNA in cDNA umgewandelt. Die anschlieBende Analyse der AFP-mRNA-
Mengen in der qPCR wurde statistisch ausgewertet und in ein Balkendiagramm
Ubertragen, in dem die y-Achse die AFP-mRNA-Level relativ zu GFP zeigt, die x-Achse
die Transfektionsgruppe (p73-Plasmide) und die Zeitounkte der Analyse. Die roten
Balken zeigen die AFP-mRNA-Mengen in p73-transfizierten Zellen im Vergleich zu der
GFP-Kontrolle (Kontrolle=1). Die jeweilige Standardabweichung ist dargestellt.

Die Abnahme der AFP-mRNA-Menge ist signifikant, im zeitlichen Verlauf verstérkt sie
sich. *Signifikanz (p < 0,05) im Welch-Test bei n = 9 gegeben, dabei gilt fiir p73 24h p
= 0,86 (nicht signifikant); fir p73 48h p = 2,21 x 10°%; fiir p73 72h p = 2,4 x 10-"".

ANp73-Expression erhoht die AFP-Expression.

Die AN-Formen agieren auf Grund der fehlenden TAD als funktionelle Gegenspieler
der aktiven p53-Familienmitglieder (Kartasheva et al. 2002; Nakagawa et al. 2002;
Stiewe et al. 2002). Daher ist es von besonderem Interesse die Rolle von ANp73 in
Bezug auf die AFP Transaktivierung zu analysieren. Dazu wurden Hep3B-Zellen mit
ANp73 transfiziert und die AFP-Transkription in Bezug auf die Kontrollzellen
ausgewertet. Im Gegensatz zu den TA-Formen der p53-Familie zeigte sich keine
Abnahme, nach 24 und 48 Stunden hingegen eine Zunahme der AFP-
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Transkriptmengen (Abbildung 15). Dies ist bemerkenswert, da es noch einmal die

Funktion von ANp73 als Gegenspieler der TA-Formen unterstreicht.
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Abbildung 15: AFP-Expression in ANp73-transfizierten Hep3B-Zellen

Hep3B-Zellen wurden mit ANp73-Plasmiden transfiziert und die Menge an isolierter
AFP-mRNA bzw. cDNA zu drei Messzeitounkten in einer qPCR bestimmt. Die
anschlieBende statistische Auswertung wurde in Form eines Balkendiagrammes
dargestellt. Auch hier stellt die y-Achse die AFP-mRNA-Menge in den transfizierten
Zellen relativ zum Kontrollgen GFP dar, die x-Achse zeigt die Transfektionsgruppe
(GFP oder ANp73) und die Transfektionsdauer. Die roten Balken stellen die AFP-
Menge in ANp73-transfizierten Zellen relativ zu GFP dar.

Die Regulation von AFP wurde (ber den Zeitverlauf durch ANp73 aktiviert (24, 48h)
*Signifikanz (p < 0,05) im Welch-Test bei n = 6 gegeben, dementsprechend gilt flir
ANp73 24h p = 0,03; fiir ANp73 48h p = 0,06 (nicht signifikant); fir ANp73 72h p = 0,87
(nicht signifikant).

Zusammenfassend zeigte sich somit eine negative Regulation der AFP-Transkription
in p53-, p63- und p73-transfizierten Zellen. Diese war in p73-transfizierten Zellen am
starksten ausgepragt. Interessanterweise fiel die AFP-mRNA-Menge in ANp73-
Uberexprimierenden Zellen nicht ab, sondern stieg sogar an. Somit hatte ANp73 einen

aktivierenden Effekt auf die AFP-Transkription. Die statistische Auswertung aller
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gPCR-Daten im MANOVA-Verfahren wurde mit n=6 Uberprift und ergab zudem, dass
sich alle RNA-Gruppen im zeitlichen Verlauf signifikant voneinander unterschieden,
und des Weiteren, dass die zeitliche Abnahme der AFP-Expression nach Transfektion
der verschiedenen TA Isoformen der p53- Familienmitglieder signifikant war.

3.1.4 Effekte der p53-Expression auf den AFP-Proteinspiegel

p53 reduziert die AFP-Proteinspiegel

Entscheidend fur eine Aussage Uber die Rolle der p53-Familienmitglieder in der
Regulation von AFP ist jedoch die Auswirkung auf den AFP-Proteinspiegel. Um die
Beeinflussung der AFP-Synthese durch p53 zu analysieren, wurden Hep3B-Zellen
transfiziert, lysiert und im Western Blot untersucht. Dabei wurde eine negative
Regulation der AFP-Spiegel durch p53 anhand der abnehmenden Menge an AFP auf
Protein-Ebene ersichtlich. (Abbildung 16). Dies zeigte auch die densitometrische
Auswertung (Abbildung 17), die eine Abnahme des relativen Wertes fir AFP nach 24
Stunden um 59%, nach 48 Stunden um 27% und nach 72 Stunden um 7% im Vergleich
zur GFP-Kontrolle aufwies. Hierbei ist darauf hinzuweisen, dass die Herunterregulation
durch p53 von den Zellen nach 72 Stunden fast vollstandig kompensiert wurde. Dies
lag nicht an einer Abnahme der p53-Expression uber die Zeit, sondern ist

wahrscheinlich ein AFP-spezifischer Regulationsmechanismus.
Somit konnte eine Verringerung der AFP-Synthese vor allem nach 24 Stunden und 48

Stunden in p53-transfizierten Zellen festgestellt werden und es wurde auch bestatigt,

dass p53 ein negativer Regulator von AFP ist (Lee et al. 1999; Cui et al. 2005).
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Abbildung 16: Einfluss von p53 auf die AFP-Synthese

Hep3B-Zellen wurden mit p53 transfiziert und zu den angegebenen Zeitpunkten (24h,
48h, 72h) geerntet. AnschlieBend wurden Proteinlysate hergestellt und die
Proteinmengen mit dem BCA-Test ermittelt. Nach Auftrennung der Proteine in der Gel-
Elektrophorese und Ubertragung auf eine Membran wurde diese mit Erst-Antikérpern
(anti-p53, anti-AFP) und  einem  Zweit-Antikérper  (anti-mouse  IgG
Meerrettichperoxidase) inkubiert und die Signale mittels ECL sichtbar gemacht. Zur
Normierung der Proteinmengen wurde die Membran abschlieBend mit B-Aktin
Antikérpern inkubiert. Die p53-Menge wurde als Nachweis der Transfektion zusétzlich
bestimmt. Die Bandenintensitét wurde mit der Image J-Software ausgewertet und in
einem Diagramm grafisch dargestellt (siehe Abbildung 17).

Eine deutliche Abschwédchung der AFP-Bande und damit eine verminderte AFP-

Synthese war zu erkennen.
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Abbildung 17: Densitometrische Analyse der AFP-Proteinbanden in p53-
transfizierten Zellen

Die in der Image J-Software analysierten Banden ergaben relative Werte, aus denen
der Quotient aus dem AFP-Wert in p53-transfizierten Zellen bzw. Kontrollzellen und
dem zugehdrigen B-Aktin-Wert gebildet wurde. AnschlieBend wurden die Werte
normiert, Mittelwerte bzw. Standardabweichungen berechnet und grafisch dargestellt.
So kann die relative AFP-Menge in den transfizierten Zellen und den Kontrollzellen
ausgewertet werden und ist auf der y-Achse im Diagramm zu sehen. Die x-Achse gibt
die Art der Transfektion bzw. die Transfektionsdauer wieder. Die
Standardabweichungen sind als Fehlerbalken markiert.

Die Ergebnisse zeigen eine geringe Abnahme der AFP-Synthese nach 24h und 48h,
die nach 72h wieder ansteigt. Eine Signifikanz (p < 0,05) konnte im Welch-Test bei n
= 4 allerdings nicht nachgewiesen werden (p53 24h p = 0,46; p53 48h p = 0,85; p53
72h p = 0,52).
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3.1.5 Effekte der p63-Expression auf die AFP-Proteinspiegel

p63 vermindert die AFP-Proteinsynthese

p63 wurde im Gegensatz zu den anderen Familienmitgliedern bisher nicht als
Regulator der AFP-Synthese untersucht. Daher ist es von besonderer Bedeutung die
Rolle von p63 genauer zu charakterisieren. Auf Transkriptionsebene konnte von mir
gezeigt werden, dass die p63-Expression zu einer Suppression von AFP fuhrt
(Abbildung 13). Um die Wirkung der p63-Transfektion auf den AFP-Proteinspiegel zu
untersuchen wurden Western Blot Analysen angefertigt.

Dabei zeigten die Versuchsreihen mit p63-transfizierten Zellen mit zunehmender
Inkubationszeit eine verringerte AFP-Synthese (Abbildung 18). In der Densitometrie
zeigte sich ein im Vergleich zur GFP-Probe geringerer AFP-Spiegel zu allen drei
Messzeitpunkten. Dabei war nach 24 Stunden eine Abnahme um 41% (p = 0,009),
nach 48 Stunden um 36% (0,05) und nach 72 Stunden ein um 67% (p = 0,01)
geringerer AFP-Spiegel im Vergleich zur Kontrolle zu erkennen (Abbildung 19).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine p63-Expression zu einer deutlichen
Inhibition des AFP-Proteinspiegels fuhrt. Dies bekraftigt die Daten aus den Analysen
zur AFP-mRNA-Synthese nach p63-Expression, die eine Inhibition zeigten (Abbildung
13).
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Abbildung 18: Einfluss von p63 auf die AFP-Synthese

Hep3B-Zellen wurden mit p63 transfiziert und die Proteinmengen im Western Blot
bestimmt. Dazu wurden nach der Zellernte zu den drei Messzeitpunkten (24h, 48h,
72h) Proteinlysate hergestellt und deren Protein-Konzentration mittels BCA-Tests
bestimmt. Die Proteine wurden mittels Gel-Elektrophorese aufgetrennt und nach
Ubertragung auf eine Membran und Inkubation mit den jeweiligen Erst-Antikérpern
(anti-p63, anti-AFP) und Zweit-Antikérpern (anti-rabbit IgG Meerrettichperoxidase) in
der Image Lab-Software sichtbar gemacht. Zur Normierung wurde [-Aktin verwendet,
zum Transfektionsnachweis wurde zusétzlich die Menge an p63 bestimmt. Die
Auswertung der AFP-Banden in der Image J-Software wurde in ein Balkendiagramm
libertragen (siehe Abbildung 19).

Fir p63-transfizierte Zellen war eine Abschwéchung der AFP-Bande im Vergleich zur
GFP-Bande zu allen drei Messzeitpunkten ersichtlich.
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Abbildung 19: Densitometrische Auswertung der Proteinbanden in p63-transfizierten
Hep3B-Zellen

Die Proteinbanden wurden mit Hilfe der Image J-Software analysiert und ergaben
dabei relative Werte fiir die Bandenintensitat. Dann wurde der Quotient mit den [3-
Aktin-Werten gebildet, die relativen AFP-Mengen normiert und auf der y-Achse
dargestellt. Die x-Achse steht flir die Transfektion bzw. die Transfektionsdauer.
Fehlerbalken sind schwarz eingezeichnet.

Die Ergebnisse zeigen geringere AFP-Level im Vergleich zur GFP-Probe zu allen drei
Messzeitpunkten. *Signifikanz (p < 0,05) im Welch-Test bei n = 4 gegeben, hier gilt fiir
p63 24h p = 0,009; fiir p53 48h p = 0,05; fiir p63 72h p = 0,01.
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3.1.6 Effekte der TAp73- und ANp73-Expression auf die AFP-

Proteinspiegel

Der Tumorsuppressor p73 reguliert die AFP-Proteinmenge negativ,
wohingegen das Proto-Onkogen ANp73 einen gegenlaufigen Effekt auf
AFP zeigt

Die Expression von TAp73 zeigte den deutlichsten Einfluss auf die AFP-Transkription.
Hier war eine signifikante Inhibition der mRNA-Synthese detektierbar (vgl. 3.1.3).
Bemerkenswerterweise zeigte ANp73 einen aktivierenden Einfluss auf die AFP-
Transkription. Dies unterstreicht noch einmal die gegenlaufigen Funktionen von p73
und ANp73.

Die Effekte von p73 und ANp73 auf die AFP-Proteinspiegel wurden in Western Blots
untersucht.

Im zeitlichen Verlauf wurde in p73-transfizierten Zellen eine Abschwachung der AFP-
Proteinbanden im Vergleich zur GFP-Kontrolle beobachtet. Im Gegensatz dazu zeigte
die N-terminal trunkierte Isoform des p73-Proteins jedoch keine reprimierende Wirkung
auf die AFP-Proteinspiegel, sondern fuhrte zu einer Erhéhung der AFP-Proteinspiegel
(siehe Abbildung 20).

Analog hierzu ergab die densitometrische Analyse der Proteinbanden nach 24
Stunden fur p73 eine relative Abnahme von AFP um 44%, nach 48 Stunden um 62%
(p = 0,02) und nach 72 Stunden um 80% (p = 0,002) im Vergleich zur GFP-Probe
(Abbildung 21). Im Gegensatz dazu zeigte ANp73 keinen Einfluss oder aber eine
Steigerung in Bezug auf den AFP-Spiegel. Dies ist besonders hervorzuheben, da es
noch einmal die antagonistische Beziehung von p73 und ANp73 hinsichtlich der
Regulation des AFP-Gens verdeutlicht (Abbildung 20 und 21).
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Abbildung 20: Einfluss von p73-Isoformen auf die AFP-Synthese

Hep3B-Zellen wurden mit p73 und ANp73 transfiziert und die Proteinmengen im
Western Blot bestimmt. Nach der Zellernte zu den drei Messzeitpunkten (24h, 48h,
72h) wurden Proteinlysate hergestellt und deren Protein-Konzentration mittels BCA-
Tests bestimmt. Die Proteine wurden in der Gel-Elektrophorese aufgetrennt.
AnschlieBend wurden sie auf eine Membran (lbertragen und mit den Erst-Antikbrpern
(anti-p73, anti-AFP) und einem Zweit-Antikérper  (anti-rabbit IgG
Meerrettichperoxidase) inkubiert. Die Darstellung der Banden erfolgte mittels der
Image Lab-Software. Zur Normierung wurde [-Aktin verwendet, die Transfektion
wurde durch Bestimmung der Uberexpression von p73 und ANp73 iiberpriift. Die
Auswertung der AFP-Bandenintensitdt wurde mit Hilfe der Image J-Software
vorgenommen und die Ergebnisse grafisch dargestellt.

In p73-transfizierten Zellen war eine deutliche Abnahme der AFP-Bandenintensitat
nach 24, 48 und 72 h zu sehen, ANp73 fiihrte zu einer Verstarkung der AFP-Bande zu
allen drei Messzeitpunkten.
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Abbildung 21: Densitometrie der Proteinbanden in p73/ANp73-transfizierten Hep3B-
Zellen

Die Auswertung der Banden wurde in der Image J-Software vorgenommen, dabei
erhielt man fiir die Banden jeder Transfektionsreihe relative Werte. Analog zu den
anderen Proteinen, wurde der Quotient aus AFP-Werten und B-Aktin-Werten gebildet,
der wiederum die relative AFP-Menge darstellt. Die normierten Werte wurden in ein
Balkendiagramm (iberfiihrt, wobei die y-Achse den relativen AFP-Spiegel, die x-Achse
die Transfektion bzw. Transfektionsdauer angibt. Die Standardabweichung ist als
schwarzer Fehlerbalken im Diagramm eingezeichnet.

Die relativen Mengenunterschiede zeigen flir p73-transfizierte Zellen negative, fiir
ANp73-transfizierte Zellen positive Werte im Vergleich zur GFP-Probe (iber den
zeitlichen Verlauf, d.h. p73 fiihrte zu einer Abnahme, die delta-Form zu einer Zunahme
der AFP-Synthese. *Signifikanz (p < 0,05) im Welch-Test bei n = 4 gegeben, dabei gilt
fr p73 24h p = 0,21 (nicht signifikant); fir p73 48h p = 0,02; fiir p73 72h p = 0,002; fiir
ANp73 24h p = 0,74 (nicht signifikant); fir ANp73 48h p = 0,79 (nicht signifikant); flr
ANp73 72h p = 0,43 (nicht signifikant)
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3.2 In silico Analyse der Bindungsstellen von p53, p63 und p73 im AFP-
Gen

Das humane AFP-Gen besitzt eine ca. 200bp umfassende Promotorregion. Im
Promotor wurden zwei Silencer-Regionen bei -402 bis -169bp (S1) und -1822 bis-
951bp (S2) beschrieben (Lazarevich 2000). Cui und seine Mitarbeiter konnten zeigen,
dass in den Silencer-Regionen Bindungsstellen der p53-Famile lokalisiert sind und p53
und TAp73 als negative Regulatoren an diese Regionen binden kdnnen (Cui et al.
2005).

Position im AFP- Potentiell bindender
Gen Transkriptionsfaktor

-1873 bis -1781 bp p53, p63, p73*
-295 bis -215 bp p53, p63, p73*
Intron 1, 203bp p53
Intron 2, 1962 bp p53, p73
Intron 3, 3086 bp p53
Intron 4, 5054 bp p63, p53

Tabelle 1: Tabellarische Auflistung der identifizierten Bindungsstellen von p53, p63
und p73 Proteinen als Transkriptionsfaktoren am AFP-Gen

Zur Identifikation potentieller Bindungsstellen wurden bekannte Matrixsequenzen von
pb53, p63 und p73 mit Abschnitten des AFP-Gens in Softwareprogrammen
abgeglichen. Dabei wurden zwei bisher vermutete Bindungsstellen der p53-Proteine
in der upstream-Sequenz des AFP-Gens bestétigt, weitere wurden in den
Intronabschnitten 1-4 detektiert. Neue Bindungsstellen sind mit rot markiert; * = bereits
beschriebene Bindungsstellen in den Silencer-Regionen (Lazarevich 2000; Cui et al.
2005).

Um die Regulation des AFP-Gens besser zu verstehen und die Rolle von p63 und der

dominant-negativen Isoformen von p73 in der Regulation der AFP-Expression zu
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analysieren, wurde eine in silico Bindungsstellenanalyse durchgefuhrt. Fur die Analyse
wurden in den Datenbanken Jaspar und Transfac die Position-Specific-Score Matrices
der p53-Proteine mit ausgewahlten Sequenzen (upstream-Sequenz bis -7000bp und
Intronabschnitte 1-4) des humanen AFP-Gens abgeglichen, um so potentielle (neue)
Bindungsstellen dieser Transkriptionsfaktoren am AFP-Gen zu ermitteln (siehe Kapitel
2.2.7). Hierbei konnten wir die bereits bekannten Bindungsstellen fur die p53-Familie
(Lazarevich 2000; Cui et al. 2005) in den Silencer-Regionen bestatigen. In Erganzung
zu diesen Bindungsstellen konnten wir im Intron 1 eine neue putative Bindungsstelle
fur p53, im Intron 2 eine neue kombinierte Bindungsstelle fir p53 und p73, im Intron 3
eine neue Bindestelle flr p53, sowie im Intron 4 eine neue kombinierte Bindungsstelle
fur p63 und p53 nachweisen (Tabelle 1, Abbildung 22).

Silencer Silencer
(81)* (82)*
p53 p63 p73 p53 |p63|p73 | ‘pss {pSS@ @ ‘p53 p63
' -
-1873bp bis - 1781bp - 295bp bis - 215bp 1 203bp 1962bp 3086bp 5054bp
‘Exon 1 ‘ Intron 1 ’Exon 2| Intron 2 ’Exon 3[ Intron 3 ]Exon 4‘ Intron 4 ]
5'flanking (upstream) sequence J AFPGen e

Abbildung 22: Grafische Darstellung der identifizierten potentiellen Bindungsstellen
der p53-Proteine am humanen AFP-Gen

Zur Uberpriifung bzw. Registrierung dieser Bindungsstellen (TFBS) wurden bekannte
Matrixsequenzen von p53, p63 und p73 (PSSM) mit der upstream-Gensequenz, sowie
den Intronabschnitten 1-4 des AFP-Gens verglichen, was als phylogenetic footprinting
bezeichnet wird. Neue putative Bindungsstellen fiir p53 Familienmitglieder wurden in

den Introns 1-4 erstmals identifiziert.

* Silencerregionen (-402 bis -169bp (S1) und -1822 bis-951bp (S2)), die von
Lazarevich 2000 beschrieben wurden (siehe Kapitel 1.3.1). In diesen Regionen

befinden sich putative Bindungsstellen der p53-Familie (Cui et al. 2005).
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Potentielle Bindungsstellen von p53, p63 und p73 am AFP-Gen konnten in mehreren
Abschnitten gezeigt werden. Dies bekraftigt, dass p53 und p73 an der Regulation der
AFP-Transkription maf3geblich beteiligt sind (Lazarevich 2000; Cui et al. 2005) und
unterstreicht die hier zum ersten Mal prasentierten Ergebnisse, dass p63 ebenfalls ein
negativer Regulator der AFP-Genregulierung ist.

Somit konnten in silico neue Bindungsstellen der p53-Familie in den Introns 1-4
beschrieben werden. Neu sind insbesondere die Bindungsstellen fur p63. Dies
unterstreicht unsere Befunde, dass p63 ein neuer Suppressor von AFP ist.
Zusammenfassend konnten wir in dieser Dissertation zeigen, dass die alle Mitglieder

der p53-Famile eine wichtige Rolle in der Regulation des AFP-Gens spielen.
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4 Diskussion

Das HCC stellt weltweit die dritthaufigste Todesursache in Folge einer
Tumorerkrankung dar (EASL Clinical Practice Guidelines 2018). Zur ldentifikation
neuer therapeutischer Targets ist das molekularbiologische Verstandnis der Hepato-
Karzinogenese von essentieller Bedeutung. Hochdurchsatz-Analysen zeigen, dass im
HCC genetische Veranderungen entstehen, die vor allem Tumorentwicklung, -
progression und Therapieansprechen betreffen (Kunst et al., 2016). Diese
Erkenntnisse konnen langfristig zur Entwicklung neuer therapeutischer Zielstrukturen
und Biomarker und damit zur besseren Patientenversorgung beitragen.

In fast 50% aller HCCs ist der p53-Signalweg beeintrachtigt, u.a. durch Mutationen
innerhalb des TP53 Gens (Zalcenstein et al. 2003; Hussain et al. 2007; Schilling et al.
2010). Esist bekannt, dass p53 die AFP-Expression negativ reguliert (Lee et al., 1999).
Mutationen im TP53-Gen wirken sich dann insofern auf die AFP-Produktion aus, dass
es zu erhdhten AFP Spiegeln kommen kann. Die fehlende Repression von AFP im
HCC, die durch mutiertes p53 verursacht werden kann, und die daraus resultierenden
hoheren Level an AFP erlauben dessen klinische Anwendung als Tumormarker (Liu
et al. 2021). Da aber nur in ca. 50% aller HCC-Falle eine Mutation von TP53 vorliegt,
konnten theoretisch noch andere Mechanismen bzw. Regulatoren fur die fehlende
Repression von AFP im HCC verantwortlich sein.

Da die Mitglieder der p53-Familie ein komplexes Netzwerk bilden und sich auch
gegenseitig in ihrer Aktivitat beeinflussen, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
untersucht, ob und in welcher Weise p53 und speziell p63 und p73 an der Regulation

der AFP-Expression beteiligt sind.

Die Repression von AFP durch p53 ist bereits beschrieben (Lee et al. 1999; Cui et al.
2005). Ubereinstimmend mit der Literatur konnten auch wir diesen Effekt sowohl auf

MRNA- als auch auf Proteinebene zeigen. (Abbildungen 12,16,17).

Auch p73 wurde als Repressor der AFP-Transkription beschrieben (wenn auch mit
weniger deutlich ausgepragten Effekten) (Cui et al. 2005). Im Gegensatz hierzu zeigen
unsere Daten eine starke und signifikante Reduktion der AFP-Transkription nach

Expression der TA-Isoform von p73 in Hep3B Zellen. Die repressive Wirkung von p73
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war in der gPCR bereits nach 24 Stunden zu erkennen und zeigte eine kontinuierliche
Zunahme (Abbildung 14). Auch auf Proteinebene wurde dieser Effekt beobachtet,
wobei hier nach 72 Stunden die starkste repressive Wirkung zu erkennen war
(Abbildungen 20,21).

Zusatzlich zur TAp73-Isoform wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch die
Effekte der ANp73-lsoform analysiert. Bemerkenswerterweise fuhrte die
Uberexpression der ANp73-Isoform - im Gegensatz zur TAp73-Isoform - zu einer
Verstarkung der AFP-Expression. Damit zeigen wir erstmals die antagonistischen
Effekte der beiden p73-Isoformen in Bezug auf die Regulation von AFP.

Wie bereits beschrieben, kdnnen AN-Formen aufgrund der fehlenden TAD nicht als
Transfaktoren wirksam sein. AN-Formen konnen jedoch Uber Protein-Protein-
Wechselwirkungen die Funktion der jeweiligen Wildtyp-Formen negativ regulieren
(Mller et al. 2006; Détsch et al. 2010; Mundt et al. 2010). Mdglicherweise kann also
die Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen ANp73 und TAp73 zur Inhibition der TA-
Isoform und infolgedessen zu einer verstarkten AFP-Synthese fuhren. Daruber hinaus
ware es moglich, dass ANp73 trotz fehlender TAD transkriptionsmodulierende
Eigenschaften besitzt, und so die Transkription der TA-Isoform reguliert. Der
physiologische Repressionsmechanismus (siehe Abbildung 10) kénnte folglich so
beeintrachtigt sein, dass eine Deacetylierung der H3-Histone durch das inhibierte p73
nicht mehr moglich ist, in Folge die Chromatinverdichtung ausbleibt und eine
Transkription von AFP moglich wird. Ein schneller Abbau der Isoform und die
Aufhebung der repressiven Wirkung von ANp73 auf p73 konnten den Abfall der AFP-
Synthese nach 48 Stunden erklaren (Abbildung 15). Der inhibitorische Effekt auf
transkriptioneller Ebene war nach 24 Stunden am starksten ausgepragt und wurde
dann wieder schwacher. Eine Erklarung hierfir ware eine vorubergehende
Transkription von AFP, die nach 24 Stunden nachlasst und auf das Anfangsniveau
zuruckgeht. Hieraus konnte man theoretisch eine kurze, effektive Interaktion zwischen
p73 und ANp73 ableiten, wobei die densitometrische Auswertung eine Verstarkung
der AFP-Synthese zu allen drei Messzeitpunkten wiedergibt (Abbildungen 20,21).

Wahrend die repressive Wirkung von p53 und p73 auf die AFP-Transkription in der
Literatur bereits beschrieben ist (Lee et al. 1999; Cui et al. 2005), gibt es bisher keine
Studie Uber mogliche Effekte von p63. Cui et al. untersuchten in ihrer Studie zwar die

Wirkung von p63 auf die AFP-Transkription, beobachteten jedoch keine inhibitorischen
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Effekte (Cui et al. 2005). Unsere Daten zeigen nun erstmals deutlich, dass auch p63
als Repressor der AFP-Transkription fungiert.

Im Gegensatz zu Cui et al.,, die ein p63 mit Myc-Tag verwendeten, erfolgte die
Expression von p63 in der vorliegenden Arbeit ohne Modifikation, weshalb wir von
einer korrekten Faltung und Funktionalitat ausgehen kénnen, die durch den Myc-Tag
unter Umstanden nicht gegeben ist.

Zusammenfassend erganzen die Daten der vorliegenden Arbeit das Verstandnis des
komplexen Netzwerks der p53-Familie in Bezug auf die Regulation des AFP-Gens mit
folgenden wichtigen Aspekten:

1. TAp73 und ANp73 haben antagonistische Effekte auf AFP: wahrend TAp73 als
effektiver Repressor wirkt, fihrt ANp73 zu einer Stabilisierung der AFP-mRNA-Level
und Akkumulation des AFP-Proteins.

2. TAp63 wirkt wie p53 und TAp73 als Repressor des AFP-Gens.

3. Die ldentifikation neuer klassischer intronischer Bindungsstellen der p53 Familie im
AFP Gen belegt die Bedeutung der transkriptionellen Regulation von AFP durch die
p53 Familie als Transkriptionsfaktoren.

Da die Interaktion zwischen den TA- und AN-Formen einen entscheidenden Einfluss
auf den Ablauf des sowohl intrinsischen als auch extrinsischen Apoptose-Signalweges
hat (Mdller et al. 2006; Mundt et al. 2010), kann eine Dysbalance der Proteine eine
Tumorentstehung nach sich ziehen und somit fur die Therapie ein besonders wichtiger
Ansatzpunkt sein. Auch fur weitere Untersuchungen sollte das Augenmerk auf die
unterschiedlichen Isoformen der p53-Proteine gerichtet sein. Ihnen konnte eine
wichtige Rolle in Bezug auf die reaktivierte AFP-Synthese, als Ausdruck des gestorten
Repressionsmechanismus im HCC zukommen. Die vermehrte Expression der AN-
Formen der p53 Familie stellt in vielen Tumoren ein Charakteristikum und einen
Marker fiir eine ungiinstige Prognose dar, wie zum Beispiel die Uberexpression von
ANp63 in Kopf-und-Hals-Tumoren (Weber et al. 2002; Sniezek et al. 2004; Rocco et
al. 2006; DeYoung et al. 2006; Pietsch et al. 2008) oder die Expression von ANp73 im
HCC.

Um den Regulationsmechanismus am AFP-Gen und dessen Beeinflussung durch die
p53-Familie im Detail zu charakterisieren, war es wichtig, potentielle Bindungsstellen
fur die einzelnen p53-Familienmitglieder am AFP-Gen zu identifizieren.

Das AFP-Gen, dessen Expression nach der Geburt rapide abnimmt, unterliegt einem

postnatalen Repressionsmechanismus, der nicht durch eine Inaktivierung von
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positiven Regulationselementen oder Transfaktoren, sondern durch eine Aktivierung
von negativen Regulatorsequenzen verursacht wird, die ihrerseits die Aktivitat der
Enhancer-Elemente und des Promotors reduzieren (Nakabayashi et al. 1991). Die
Aktivierung dieser Sequenzen erfolgt dabei durch p53. Somit lasst sich auch die hohe
oder wieder nachweisbare Menge an AFP als Tumormarker im HCC erklaren, da in
diesem Karzinom mutierte Formen von p53 bzw. der komplette Verlust der p53-
Expression eine bedeutende Rolle spielen (Nakabayashi et al. 1991; Muller et al.
2011), wobei in beiden Fallen vermutlich die repressive Wirkung des
Tumorsuppressorproteins auf die AFP-Transkription verloren gehen kann.

Obwohl sich die Gensequenzen fir das AFP-Gen in Maus, Ratte, Gorilla und Mensch
hinsichtlich ihrer regulatorischen Struktur sehr ahneln, gibt es bis dato sehr wenige
Studien Uber Transkriptionsfaktoren, die an die regulatorischen Einheiten des
humanen AFP-Gens binden. Lediglich fur HNF1, nkx2.8, ATBF1, YY1 und BKLF
wurden Bindungsstellen am humanen Gen detektiert, vermutlich sind aber ahnliche
Transfaktoren fur die Regulation beim Mensch wie bei der Maus verantwortlich
(Lazarevich 2000; Scohy et al. 2000; Ninomiya et al. 2002; Peterson et al. 2011). Fir
p53 und TAp73 wurde eine identische regulatorische DNA-Sequenz, das SBE/p53RE
bei -887 bis -827bp, im Maus-AFP-Gen gefunden (Cui et al. 2005), was durch ihre
Strukturhomologie erklart werden kann. Da wir erstmals p63 als negativen Regulator
des AFP-Gens identifizieren konnten, war unsere Hypothese, dass p63 durch seine
strukturelle Ahnlichkeit zu p53 und TAp73, vor allen Dingen in Bezug auf die DBD und
TAD, ahnliche, oder sogar identische repressive Sequenzen des AFP-Gens regulieren
konnte. Dass sich regulatorische Elemente beim Maus-AFP-Gen nicht nur auf die
upstream-Sequenz beschranken, sondern auch auf Nukleotidbereiche im Gen selbst
ausweiten, wurde schon von Camper und Tilghman vermutet (Camper und Tilghman
1989). Die Daten der durchgefuhrten Bindungsstellenanalyse legen nahe, dass dies
auch fur das humane AFP-Gen zutrifft.

So konnten wir innerhalb der bereits beschriebenen Silencer-Regionen des humanen
AFP-Gens (Ninomiya et al. 2002), zwei potentielle Bindungsstellen fur p53, und auch
fur TAp63 und TAp73, bei ca. -1873 bis -1781bp und -295 bis -215bp identifizieren.
Zusatzlich wurden weitere Bindungsstellen fir p53, TAp63 und TAp73 in den
Intronregionen des AFP Gens erstmals identifiziert (Tabelle 1, Abbildung 22). In
weiterfUhrenden Experimenten sollen diese potentiellen Bindungsstellen nun weiter

charkterisiert werden. Die Resultate der Bindungsstellenanalyse unterstreichen damit
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nochmals die Ergebnisse der Expressionsanalysen, dass neben p53 und p73 auch
p63 an Silencer-Regionen des humanen AFP-Gens bindet, und so eine repressive

Wirkung auf die AFP-Transkription ausuben kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde somit die Funktion von p53, und TAp73 als
inhibierende Transfaktoren der AFP-Expression bestatigt. Darlber hinaus wurde
TAp63 als neuer Repressor der AFP-Expression identifiziert. Dies fuhrt zu der Frage,
weswegen sowohl TAp63 als auch TAp73, die in Hep3B-Zellen nachweisbar sind (Cui
et al. 2005), nicht die fehlerhafte bzw. fehlende Funktion von p53 als Tumorsuppressor
kompensieren. Um diesen Befund zu erklaren sind mehrere Hypothesen denkbar: (1)
Eventuell wird die Aufhebung der Repression von AFP im HCC nicht oder nur im
geringen Malde von p63 und p73 in vivo Ubernommen, da die Repressorwirkung zu
schwach und/oder die Inhibition durch mutiertes p53 zu stark ist.

(2) Wie Stindt zeigte, besitzt mutiertes p53 die Fahigkeit p63 und p73 zu binden und
dadurch ihre transkriptionsmodulierenden Eigenschaften zu hemmen (Stindt et al.
2015). Dadurch kann die Funktion von p63 und p73 im HCC also durch
Komplexbildung mit p53-Mutanten inhibiert werden. Die hemmende Wirkung von p53-
Mutanten auf p63 und p73 wird durch weitere Proteine, wie z.B. TOPBP1, Pin1 und
SMAD2 beeinflusst (Stindt et al. 2015; Hall und Muller 2019). Andere Proteine wie
ANKRD11 oder ATF3 verhindern die Komplexbildung zwischen mutiertem p53 und
p63 bzw. p73 (Hall und Muller 2019). Hiermit bieten sich zusatzliche Angriffspunkte
und Signalwege, deren Analysen in Zukunft einen Fortschritt in Bezug auf die
Entwicklung neuer Therapien bringen konnte, so z.B. die Verabreichung bestimmter
Substanzen, die eine Komplexbildung zwischen mutiertem p53 und den TA Isoformen
verhindern oder die Reparatur mutierter p53-Proteine initiieren sollen (Hall und Muller
2019). (3) Unter Stressbedingungen kann p53 die Transkription von p73 aktivieren
(Pietsch et al. 2008). Im HCC koénnte es so durch fehlendes oder dysfunktionales p53
zu keiner oder einer geringeren Expression von p73 kommen, wodurch dieses die
Repressorfunktion von p53 nicht ausreichend kompensieren kann. (4) Wie bereits
beschrieben, hemmen trunkierte Isoformen ihre Wildtyp-Formen (Mduller et al. 2006;
Doétsch et al. 2010; Mundt et al. 2010), weswegen flr die verstarkte AFP-Synthese in
Hep3B-Zellen auch eine Inhibition von p63 und p73 durch deren AN-Formen
verantwortlich sein kann. Jede dieser Hypothesen berlcksichtigt, dass das erhohte

Serum-AFP-Level nicht in allen HCC-Fallen nachzuweisen ist. Yu et al. fanden nur in
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10-20 % der HCC-Falle ein erhdohtes AFP-Level im frihen Stadium, wahrend in
anderen Studien ein erhdhter AFP-Spiegel bei 70% der HCC-Patienten angegeben
wird (Yu 2016; Wang 2018). Ubereinstimmend damit deuten die Daten dieser Arbeit
darauf hin, dass das Fehlen von TAp63 und TAp73 zu einer mangelnden AFP-

Repression fihren und damit die Tumorgenese begulnstigen wirde.

Von besonderer Bedeutung ist, dass neben p53, p63 und p73 auch die AN-Formen,
nicht zuletzt durch ihre Interaktion mit den Wildtyp-Formen, eine entscheidende Rolle
bei der AFP Regulation spielen. Gerade im Hinblick auf die neuere Rolle des AFP als
tumorférderndes Protein werden durch diese Ergebnisse neue Grundlagen flr eine
eventuelle Therapie des HCC gelegt. Von besonderer klinischer Relevanz ist im
nachsten Schritt das genaue Verstandnis uber die (Kreuz-)Regulationen von TA- und
AN-Formen im Rahmen des p53-Netzwerks. Langfristig kdnnte man dann gezielt in
diese Regulation eingreifen, um z.B. aktive TA-Formen der Tumorsuppressorproteine
p53, p63, und p73 zu induzieren bzw. wiederherzustellen und somit der Tumorgenese,
u.a. durch AFP-Repression, entgegenzuwirken.

5 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte aller p53 Familien -Proteine
auf die AFP-Transkription und Synthese mit Hilfe von gPCR und Western Blot und in
silico Bindungsstellenanalysen des AFP-Gens untersucht. Hierbei wurde eine negative
Regulation der AFP-Transkription durch p53, TAp63 und TAp73 nachgewiesen. Im
Gegensatz dazu vermindert ANp73 die AFP-Transkription nicht, beziehungsweise
verstarkt sie sogar. Diese Erkenntnisse liefern einen wichtigen Beitrag zur
Charakterisierung der postnatalen AFP-Repression bzw. zum Verstandnis, wie deren
Aufhebung im HCC zustande kommt.

AFP ist ein wichtiger Bestandteil der Leberkrebsforschung, da es als tumorassoziiertes
Antigen Apoptose in Leberkrebszellen hemmt und deren Proliferation fordert. Des
Weiteren wird die Immunantwort im Leberkarzinom mafdgeblich von AFP beeinflusst,
indem AFP dendritische Zellen und NK-Zellen in ihrer Funktion hemmt bzw. deren
Apoptose induziert, und dadurch eine Immunevasion ermdglicht (Yamamoto et al.
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2011; Vujanovic et al. 2015; Vujanovic et al. 2017). So stellt AFP einen neuen
wichtigen Angriffspunkt fir die Immuntherapie des HCC dar, mit dem Ziel, neue

Behandlungsoptionen zu eréffnen.

6 Zusammenfassung

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist weltweit eine der haufigsten
Tumorerkrankungen. Im Hinblick darauf, dass kurative Therapien wie die
Lebertransplantation, die Resektion und lokal ablative Verfahren nur im
Anfangsstadium des HCC und nur fur eine bestimmte Gruppe von Patienten moglich
sind, ist es wichtig, neue Therapieansatze zu entwickeln, welche die Heilungschance
und die Uberlebensrate fiir Patienten mit HCC verbessern. Der Fokus der vorliegenden
Arbeit richtet sich auf das Alpha-Fetoprotein (AFP), das im gesunden Lebergewebe
eines Erwachsenen nur in geringen Mengen exprimiert wird, dessen Expression aber
im tumordésen Gewebe stark verstarkt wird. Neben der daraus abgeleiteten Funktion
als Tumormarker fir das HCC, wirkt AFP auch als tumorférderndes Antigen. So kann
sich eine gesteigerte AFP-Menge auf die Funktion antigenprasentierender Zellen und
naturlicher Killerzellen negativ auswirken. Diese Schwachung der Immunantwort kann
dann zur verstarkten Onkogenese und verstarktem Tumorwachstum fuhren. Ein
wichtiger Repressor von AFP ist das p53-Protein, das aber in Uber der Halfte aller
Tumore mutiert oder deletiert ist. Dadurch ist eine p53-vermittelte Repression der AFP-
Expression nicht mehr moglich und AFP kann in malignen Zellen hochreguliert werden.
Wenig untersucht hingegen sind die p53-Familienmitglieder TAp63, TAp73 und ihre

dominant negatigen Isoformen in Bezug auf die Regulation der AFP-Expression.

Die genauen Zusammenhange zwischen der p53-Familie und der AFP-Expression
wurden daher in dieser Arbeit auf molekularer Ebene untersucht. Dazu wurden Hep3B-
Zellen mit Plasmiden, die Gene der p53-Familie (p53, TAp63, TAp73, und ANp73)
enthielten, transfiziert und analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass die
Transfektion mit p53, TAp63 und TAp73 zu einer Abnahme der AFP-Menge fuhrte.
ANp73 zeigte keinen suppressiven Effekt auf die AFP Proteinmenge; im Gegenteil
ANp73 fuhrte zu einer Induktion von AFP. Dies unterstreicht die onkogenen

Eigenschaften der AN-Formen der p53 Familie in der Regulation von AFP im HCC.
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Daruber hinaus ergab eine Bindungsstellenanalyse, dass in der Promotorregion und
innerhalb der Intronabschnitte des AFP-Gens Bindungsstellen flr p53, TAp63 und
TAp73 vorliegen.

Damit konnte durch diese Dissertation erstmals gezeigt werden, dass

(1) p63 ein hier erstmals beschriebener Repressor des AFP-Gens ist und somit die
Funktion von p53 und TAp73 in der AFP-Regulation unterstutzt

(2) ANp73 aktivierende Eigenschaften in Bezug auf die AFP-Transkription besitzt
und sich somit antagonistisch zu p73 verhalt,

(3) ANp73 aktivierend auf die AFP Expression wirkt, was wiederum die Onkogenitat
der trunkierten Isoformen der p53 Familie im HCC unterstreicht

(4)in Intron 1-4 des AFP-Gens Bindungsstellen fur p53 Familienmitglieder
lokalisiert sind

(5) sowohl der AFP-Promotor als auch Intron 1-4 des AFP-Gens Bindungsstellen
fur TAp63 aufweisen.

Gerade im Hinblick auf AFP als onkogenes Protein werden durch diese Ergebnisse
Grundlagen fur die Entwicklung moglicher neuer Therapieoptionen fur das HCC gelegt.
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