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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das hepatozellulare Karzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist eines der sechs haufigsten Karzinome
weltweit und die dritthaufigste Tumor-assoziierte Todesursache (El-Serag and
Rudolph, 2007; Mittal and EI-Serag, 2013), wobei ausgepragte geografischen
Unterschiede zu beobachten sind (Abbildung 1). Sowohl die Inzidenz zur Entwicklung
eines HCCs als auch die HCC-assoziierte Mortalitat ist in Asien und Teilen Afrikas am

hdchsten und in den westlichen Landern sowie Russland am geringsten.
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Abbildung 1: Weltweite Inzidenz (oben: blau) und Mortalitdt (unten: rot) des
hepatozellularen Karzinoms pro 100.000.

Die Abbildung wurde aus GLOBOCAN 2012 - International Agency for Research on Cancer (IARC), 2012
Ubernommen.
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Weiterhin ist ein weltweiter Anstieg des HCC-Auftretens zu beobachten, dass sich auf
ca. 750.000 Neuerkrankungen pro Jahr belduft (El-Serag HB and Mason AC, 2000;
Jemal et al., 2011; Kubicka et al., 2000). Dieser Anstieg tritt auch in den westlichen
Landern deutlich zu Tage (ElI-Serag HB and Mason AC, 2000; Jemal et al., 2011;
Kubicka et al., 2000). Hierbei spielt zum Einen die Zunahme von Hepatitis C
Infektionen eine Rolle, zum Anderen aber auch der Anstieg metabolischer
Erkrankungen wie Ubergewicht und Diabetes, was die Inzidenz der NASH assoziierten
HCC-Entstehung begtnstigt (Calle et al., 2005; El-Serag et al., 2001; Lau and Lai,
2008; Siegel and Zhu, 2009).

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Das HCC entsteht in den meisten Fallen auf dem Boden einer Leberzirrhose (Blum and
Spangenberg, 2007; Llovet, 2005). Hierbei spielen vor allem chronische Infektionen mit
viralen Hepatitiden (Hepatitis B, Hepatitis C) eine Rolle (El-Serag, 2011; El-Serag and
Rudolph, 2007). Neben dem chronischen Alkoholabusus ist vor allem in Afrika und
Asien die Aflatoxin Intoxikation ein weiterer Risikofaktor fUr die HCC-Entstehung
(Onyemelukwe et al., 1980; Uwaifo and Bababunmi, 1984). Vor allem in der westlichen
Welt nehmen metabolische Erkrankungen wie NASH immer mehr an Bedeutung fir die
HCC-Entstehung zu (Amarapurkar et al., 2013; Archambeaud et al., 2014; Ertle et al.,
2011; Farrell and Larter, 2006), hierbei zeigen sich auch zunehmend HCCs, die sich
nicht auf dem Boden eine Zirrhose entwickeln. Andere Lebererkrankungen, wie
angeborene Stoffwechselerkrankungen (Hamochromatose, Morbus Wilson, Alpha-1-
Antitrypsinmangel), Autoimmunerkrankungen sowie priméare biliare Erkrankungen
(biliare Zirrhose, sklerosierende Cholangitis) zeigen nur geringe Inzidenz zur HCC-
Entstehung (Gossard and Lindor, 2014, Teufel et al., 2009).

Die Pathogenese des HCCs verlauft bei nahezu allen Atiologien gleich und ist in
Abbildung 2 schematisch dargestellt. Unabhangig von der Atiologie der
Lebererkrankung wird zun&chst ein Zustand der chronischen Inflammation erreicht, der
Uber einen Zeitraum von bis zu 40 Jahren vollkommen beschwerdefrei anhalten kann.
Im Verlauf dieser chronischen Inflammation werden immunmodulierende Substanzen
und Wachstumsfaktoren freigesetzt, was zu einer Destruktion des Lebergewebes
fuhren kann, aber auch zu einer vermehrten Proliferation von Parenchymzellen. Die

Aktivierung von hepatischen Sternzellen fiihrt dann zu einer vermehrten Synthese von
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Kollagen und Fibronektin und somit zu einer Fibrosierung der Leber. Dauern diese
Prozesse weiter an, kommt es im Verlauf zum Fortschreiten der Fibrose und der
Entwicklung einer Leberzirrhose (Thomas and Abbruzzese, 2005). In 3-5 % der Falle
kommt es durch weitere Schadigungen (siehe 1.2) zu einem unkontrollierten Anstieg
der Proliferation der Hepatozyten, was zur Ausbildung von dysplastischen bzw.
hyperplastischen Lasionen fiihrt, aus denen sich dann Vorstufen des HCCs entwickeln.
Bei fortschreitender Erkrankung entwickelt sich das HCC weiter, die Differenzierung
des Gewebes nimmt ab und es kdnnen sich sowohl intra- als auch extrahepatische

Metastasen entwickeln.

HBV/HCV
Diabetes Alkohol

NASH \ wi 1540 Jahre 3-5% pro Jahr
' S | I . y Extra-/intra-
V |:> g |:> ‘ |:> hepatische
Chronisch

e Metastasen

Normale Hepatitis Zirrhose Hepatozellulires Karzinom
Hepatozyten
Inflammation Dysplastische Klonale
Lasion Selektion

Abbildung 2: Atiologie und Pathogenese des HCC.
Pathogenese des hepatozellularen Karzinoms. Modifiziert nach Levrero, 2006; Whittaker et al., 2010.
HBV: Hepatitis B Virus; HCV: Hepatitis C Virus; NASH: nicht-alkoholische Steatohepatitis.

1.1.3 Therapie und Prognose

Durch die oftmals nur zufallige und daher meist erst spate Diagnose des HCCs und der
limitierten Therapieoptionen ist die generelle Prognose von HCC-Patienten sehr
schlecht. Nicht therapierte Patienten zeigen eine 5-Jahresiberlebensrate von 40 %-
50 % im Okuda Stadium (Anhang 1) I, 20 % im zweiten Stadium und 3 % bei HCCs im
Okuda Stadium Il (Okuda et al., 1985; Pons et al., 2005). Weiterhin zeigt sich, dass
bei ca. 50 % der Patienten mit kurativen Therapieansatz bereits innerhalb der ersten

drei Jahre ein Tumorrezidiv zu beobachten ist.

Die Therapie des HCCs ist stark abhangig vom Stadium der Tumorerkrankung, also
der Grof3e und Anzahl der Leberlasionen sowie deren Lokalisation. Auch Art und
Stadium der zu Grunde liegenden Lebererkrankung sowie der Allgemeinzustand der
Patienten sind entscheidend fir die Art der anwendbaren Therapie. Durch die 1999
eingefuihrte Barcelona-Clinic-Liver-Cancer- (BCLC-) Klassifikation (Abbildung 3) sind

jedoch standardisierte stadienadaptierte Therapieempfehlungen verfugbar (Bruix et al.,
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2011; Llovet et al., 1999). Hierbei wird die Therapie eindeutig zwischen kurativen und

nicht-kurativen Anséatzen unterschieden.

A 4 *’ A 4
Stadium 0: Stadium A-C: Stadium D:
PSTO, Child-Pugh A, PST 0-2, Child-Pugh A-B, PST >2, Child-Pugh C,
Okuda 1 Okuda 1-2 Okuda 3
\ 4 4’ v 4’ N
Stadium 0: Stadium A: Stadium B: Stadium C: Stadium D:
Very Early Stage Early Stage Intermediate Stage Advanced Stage Terminal Stage
Mononodular, < 2 cm THCC oder hultinodular, Gefakinvasion,
3Tumore < 3cm, PST 0 PST 0 Extrahepatische
Manifestationen,
I PST 1-2
v 1Tumor 3 Tumore <3 cm
Lebertransplantation l
3 Portaldruck/
nein Ja Bilirubin
v—— v
Assoziierte
normal Srhoht == Krankheiten
nein ja
A 4 ‘L A 4 A 4
Ablation || Resektion | Transplantation Ablation Chemo- Sorafenib
embolisation
4
Kurative Palliative Symptomatische
Therapie Therapie Therapie

Abbildung 3 Barcelona-Clinic-Liver-Cancer (BCLC)-Stadieneinteilung und
Therapieempfehlung bei Patienten mit HCC.
Modifiziert nach Forner et al., 2012. PST: Performance-Status.

Wenn keine Leberzirrhose die Therapie der Tumorerkrankung erschwert, stehen neben
ablativen Methoden, wie der perkutanen Ethanolinjektion (PEI) oder der
Radiofrequenzablation (RFA), auch die Leberteilresektion oder die Transplantation zu
Verfiigung, wobei die Resektion mit einer 5-Jahresiiberlebensrate von 60 %-80 % bei
kleinen Tumoren und guter Leberfunktion die beste Methode darstellt (Bruix et al.,
2011; EASL-EORTC, 2012).

Die Lebertransplantation stellt die beste Option fur Zirrhose-Patienten mit einem HCC
im Anfangsstadium dar, da neben der Entfernung des Tumors auch die Leberzirrhose
selbst therapiert wird (Tabrizian et al., 2014). Der Organmangel ist ein entscheidendes
Limit dieser Therapieform, die nur durch effektive Patientenauswahl zu
zufriedenstellenden Ergebnissen fiihrt. Hierbei zeigt sich, dass die strikte Einhaltung

der MILAN-Kriterien (Mazzaferro et al., 2009) zu einer deutlichen Verbesserung des
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Uberlebens und Outcomes von transplantierten Patienten fiihrt. Trotzdem kommt es in
bis zu 20 % der Patienten zu einer HCC-Rekurrenz (Sotiropoulos et al., 2009). Da
bisher ausschlie3lich Tumor-assoziierte Faktoren (Vaskulare Invasion, Tumorgrofde,
Anzahl der Tumore, Differenzierungsgrad des Tumors) zur Abschatzung des
Rekurrenzrisikos zu Verfigung stehen (Bismuth et al., 1993; Hemming et al., 2002;
Jonas et al, 2001; Marsh et al, 2000), stellt die HCC-Rekurrenz ein grof3es

medizinisches Problem dar (Clavien et al., 2012).

Zu den palliativen Therapieansatzen gehdrt neben der transarteriellen
Chemoembolisation (Llovet et al., 2003) (TACE) und der selektiven internen
Radiotherapie (Kulik et al., 2008) (SIRT) auch die systemische Therapie mit dem
Tyrosinkinase-Inhibitor Sorafenib, die auf Grund der molekularen Heterogenitat des
HCCs nicht als kurative Therapie in Frage kommt (Cillo et al., 2006; Di Maio et al.,
2008; Llovet et al., 1999). Ein weiteres Einsatzgebiet der TACE liegt im Downstaging,
also der Verkleinerung des Tumors pra-operativ, um so die Wartezeit bis zur
Transplantation zu Uberbrticken oder auch die Tumorausdehnung soweit zu verringern,
dass eine Transplantation innerhalb der MILAN-Kriterien moéglich wird (Marin et al.,
2009).

1.1.4. Molekulare Pathogenese des hepatozellularen Karzinoms

Das hepatozellulare Karzinom ist fir seine molekulare Heterogenitat bekannt, was
nicht ausschlieBlich auf die Diversitat der zu Grunde liegenden Lebererkrankungen
zuriick zu fuhren ist, sondern auch auf die Vielzahl der genetischen Veranderungen
innerhalb der Hepatokarzinogenese (Abbildung 4). Dies zeigt sich zum Einen in der
Anzahl an unterschiedlichen zu beobachtenden chromosomalen Veranderungen
(Hoshida et al., 2010). Hierbei sind vor allem die Chromosomen 13q und 4qg von
Bedeutung, da dort Regionen mit bekannten Tumorsuppressorgenen (p53, Rb
(Retinoblastom-Protein)) lokalisiert sind (Moinzadeh et al., 2005). Der Verlust der
Heterozygositat (LOH: loss of heterozygosity) ist ebenfalls ein haufig zu beobachtender
Mechanismus innerhalb der HCC-Entstehung (Oda et al., 1992; Zhang et al., 1994),
wobei auch hier Veranderungen in bekannten Tumorsuppressorgenen beobachtet
werden kénnen (Oda et al.,, 1992). Weitere genetische Veradnderungen, wie gain of
function Mutationen oder die Mikro-Satelliten Instabilitat sind ebenfalls haufige
Ereignisse innerhalb der Hepatokarzinogenese (Boix et al., 1994; Salvucci et al., 1999;

Tsuda et al., 1989). Bereits einzelne dieser genetischen Veranderungen fuhren zu
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einer Vielzahl an Abweichungen innerhalb der intrazellularen Signalwege (Worns et al.,
2007).

HBV/HCV
Diabetes l Alkohol

NASH 15~40 Jahre 3-5% pro Jahr
’ ’ Extra-/intra-
|:> |:> () |:> hepatische
Metastasen
Normale ﬁ::;?,'::h" Zirrhose Hepatozellulares Karzinom

Hepatozyten
Inflammation Dysplastische Klonale
Lasion Selektion

MYC, TGF-q, p53, p16, B-Catenin,
IGF-2, RB1, IGFR-2, AXIN1/2, TGF-
hTERT PTEN B, HGF/MET,
PIK3CA, VEGF

Abbildung 4: Diversitat der molekularen Pathogenese des HCCs.

Molekulare Entstehungsmechanismen des hepatozelluldren Karzinoms. Modifiziert nach Levrero, 2006;
Whittaker et al., 2010. HBV: Hepatitis B Virus; HCV: Hepatitis C Virus; NASH: nicht-alkoholische
Steatohepatitis; MYC: Protoonkogen; TGF-a: transforming growth factor-a ; IGF-2: insulin-like growth
factor 2; RB1: retinoblastoma protein 1; hTERT: human telomerase reverse transcriptase; p53:
Tumorsuppressorprotein; pl6: cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A); IGFR-1: IGF-2 receptor;
PTEN; phosphatase and tensin homolog; AXIN1/2: Axin Proteine 1 und 2; TGF-B: transforming growth
factor-B; MET/HGF, mesenchymal—epithelial transition factor; PIK3CA, phosphatidylinositol-3-kinase;
VEGF: Vascular endothelial growth factor.

Die gesteigerte Expression von Wachstumsfaktoren mit proliferationsférdernden

Effekten ist mit der Invasion von Tumorzellen assoziiert (EI-Assal et al., 2001; Li et al.,
2006; Stock et al., 2007). Dies ist vor allem damit zu begriinden, dass eine vermehrte
Expression von Wachstumsfaktoren zu einer konsekutiven Aktivierung der

nachfolgenden Signalkaskaden fiihrt (Abbildung 5).
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WNT

Cell Membrane Receptor

_ g Cell Transcription/Translation

Abbildung 5: Signalwege mit Assoziation zur Entstehung und Progression von HCC.

Nach Whittaker et al., 2010. Die Aktivierung der verschiedenen Signalwege verlauft Gber unterschiedliche
membranstandige Rezeptoren (IGFR: Insulin-like growth factor receptor; EGFR: Epidermal growth factor
receptor; VEGFR: Vascular endothelial growth factor receptor; PDGFR: Platelet-derived growth factor
receptor; WNT: Wnt-Signalprotein. Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg ist mit dem Zelliberleben assoziiert
(PI3K: Phosphatidylinositol-3-Kinase; PTEN: Phosphatase und Tensin Homolog; AKT: Proteinkinase B;
BAD: Bcl-2-Antagonist of Cell Death; mTOR: Mechanistic/mammalian Target of Rapamycin; FOXO: O-
Untergruppe der Forkhead-Box-Proteine; BCL-XL: B-cell lymphoma-extra large). Der RAF/MEK/ERK-
Signalweg ist an der Proliferation von Zellen beteiligt (SOS: son of sevenless; GRB2: Growth factor
receptor-bound Protein 2; SHC2: SRC homology 2 domain-containing (SHC)-transforming Protein 2;
PLCx: Phospholipase Cx; RAS: Rat sarcoma G-Protein; RAF: MAP Kinase Kinase Kinase; MEK: MAP
Kinase Kinase; ERK: Extracellular signal-regulated Kinases; PKC: Protein Kinase C). Der Wnt- /3-Catenin-
Signalweg spielt in erster Linie in der Zelldifferenzierung eine Rolle (DSH: Downstream effector
Dishevelled; GBP: Guanylate-binding Protein; GSK3-B: Glycogen synthase Kinase-3p). Alle Signalwege
fuhren im Nukleus zu verschiedenen transkriptionellen Prozessen (p53: Tumorsuppressorprotein; c-MYC:
Protoonkogen; c-JUN: Untereinheit des Activator Protein-1 (AP-1) Transkriptionsfaktors; B-Catenin:
Cadherin-associated Protein-).

Die Aktivierung des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges durch die Wachstumsfaktoren IGF
(Insulin-like growth factor) und EGF (Epidermal growth factor) fihrt zur Proliferation

und gesteigertem Uberleben von Tumorzellen (Chen et al., 2005). Weiterhin zeigt sich,
dass in 50 % der HCCs eine verminderte Expression von PTEN (Phosphatase and
tensin  homologs) zu beobachten ist, einem essentiellen Regulator des
PIBK/AKT/mTOR-Signalweges (Hu et al, 2003). Bei der Aktivierung des
RAF/MEK/ERK-Signalweges durch VEGF (Vascular endothelial growth factor) und

PDGF (Platelet-derived growth factor) kommt es zur Expression von Proteinen die bei

der Proliferation und Angiogenese involviert sind (Ozanne et al., 2007), was mit der

Progression der Erkrankung in Zusammenhang steht (Chen et al., 2011). Die gestdrte

Funktionalitdt des Transkriptionsfaktors B-Catenin und somit die erhéhte Expression

von antiapoptotischen Proteinen, sowie von Proteinen, die an der Zellproliferation,
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Angiogenese und der Ausbildung der extrazellularen Matrix involviert sind (Avila et al.,
2006) spielt ebenfalls eine wichtige Rolle im Verlauf der Hepatokarzinogenese.
Als weiteres Merkmal der Hepatokarzinogenese ist die Fehlregulation der Apoptose-

Signalwege zu beschreiben. Die Mehrzahl der HCCs weist Veranderungen von
Mitgliedern des FAS-assoziierten Apoptose-Signalwegs auf, die zu einer Inhibition der
FAS induzierten Apoptose fuhren (Lee et al., 2001). Dies kann zum Einen durch eine
verminderte Expression von FAS, des FAS Liganden oder anderen Molekilen der
Signalkaskade (FADD, FLICE) entstehen (Ito et al., 2000; Lee et al., 2001; Shin et al.,
1998), zum Anderen konnte auch eine vermehrte Expression und Aktivitat von
Proteinen mit anti-apoptotischen Eigenschaften beobachtet werden (Takahashi et al.,
1999). Auch die Apoptose-Signalwege der anderen Todesrezeptoren (TNF, TRAIL:
siehe 1.2) kénnen Verdnderungen im Verlauf der Hepatokarzinogenese zeigen
(Schattenberg et al., 2011; Walczak, 2013).

Durch die individuelle Kombination dieser genetischen Alterationen, auch haufig in
Abhangigkeit von der zu Grunde liegenden Lebererkrankung, kommt es zu einer sehr
spezifischen Tumorentstehung, was die therapeutische Situation innerhalb der Klinik

weiter verkompliziert.
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1.2 Der Apoptose induzierende Ligand TRAIL

1.2.1 Die physiologische Rolle von TRAIL

TRAIL (Tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis inducing ligand) ist ein 281
Aminosauren grol3es Protein, dass ubiquitér exprimiert wird, doch hauptsachlich in der
Lunge, Milz und Prostata nachgewiesen werden kann. TRAIL ist ein Mitglied der TNF-
Familie und ist somit sowohl an der Organisation und Funktion des Immunsystems, als
auch der gezielten Induktion der Apoptose beteiligt (Pitti et al., 1996; Wiley et al.,
1995). TRAIL kann durch proteolytische Spaltung in den Extrazellularraum freigesetzt
werden (Pitti et al., 1996) und kann als einziges Mitglied der TNF-Familie sowohl in
membrangebundener als auch in ldslicher Form Apoptose induzieren (Wiley et al.,
1995).

Die physiologische Rolle von TRAIL ist sehr vielfaltig. Es ist bekannt, dass TRAIL eine
wichtige Rolle in der Immunantwort spielt und dass in Abhéngigkeit vom
Stimulationsstatus des Immunsystems eine gezielte TRAIL-Expression an der
Oberflache von Immuneffektorzellen wie natirlich Killer (NK)-Zellen, dendritische
Zellen oder zytotoxische T-Zellen erfolgt (Fanger et al., 1999; Griffith et al., 1999;
Kemp et al.,, 2004; Mariani and Krammer, 1998; Zamai et al., 1998). Die TRAIL-
Expression in NK-Zellen fuhrt dabei zu einer direkten anti-tumoralen Wirkung
(Kayagaki et al., 1999; Takeda et al., 2001a, 2001b). Auch spielt die TRAIL-induzierte
Apoptose bei der Immunantwort bei viralen Infektionen eine Rolle. Die Infektionen von
humanen Fibroblasten mit dem humanen Cytomegalie-Virus (hCMV) fiihrt zu einer
Induktion der Expression der TRAIL-Rezeptoren DR4 und DR5, was in einer
Sensitivierung der infizierten Zellen fir eine TRAIL-induzierte Apoptose resultiert
(Sedger et al, 1999). Die komplexe Funktionalitit von TRAIL wird durch
Untersuchungen in vaskularen glatten Muskelzellen weiter verdeutlicht, da TRAIL zum
Einen die Proliferation induziert, gleichzeitig aber auch die Erneuerung der

GefalRwande durch Apoptose-Initiation reguliert (Kavurma et al., 2008).

Die Besonderheit von TRAIL liegt in der Eigenschaft begrindet Apoptose in
Tumorzellen zu induzieren, ohne dabei gesundes Gewebe zu schadigen (Tracey et al.,
1986; Walczak et al., 1999; Zhang et al., 2000), zudem zeigen Untersuchungen an
TRAIL-defizienten Mausen, dass der Verlust von TRAIL nicht zur Induktion von
spontanen Tumoren fuhrt, jedoch die Bildung von Metastasen beglnstigt (Grosse-
Wilde et al., 2008; Sedger et al., 2002).
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1.2.2 Das TRAIL-Rezeptor-Liganden-System

Seine biologische Aktivitat erlangt TRAIL sowohl in membrangebundener als auch in
seiner l6slichen Form erst durch die Bildung eines Homotrimers, was durch die
Komplexierung eines Zink-lons durch die Cystein-Reste an Position 230 der drei
monomeren TRAIL Proteine (Abbildung 6) stabilisiert wird. Weiterfuhrende Analysen
haben gezeigt, dass die Substitution des Cysteins 230 durch Serin, Glycin oder Alanin
die Trimerisierung vollstandig unterbindet und zum Verlust der TRAIL-Aktivitat fahrt
(Hymowitz et al., 2000; Trabzuni et al., 2000).

Abbildung 6: Kristallstruktur von homotrimerem TRAIL.
Die Kristallstruktur basiert auf dem PDB-Eintrag 1DG6 (Hymowitz et al., 2000).

Trimeres TRAIL kann an die cysteinreichen extrazellularen Bereiche von finf
verschiedenen Rezeptoren binden (Abbildung 7). Die beiden Todesrezeptoren DR4
und DR5 sind membranstandig und haben zusétzlich eine cytosolische Doméne, die so
genannte  Todesdoméane, UUber die die Vermittlung der nachfolgenden
Signalweiterleitung erfolgt. Die beiden TRAIL-Rezeptoren DcR1 und DcR2 sind
ebenfalls membranstandig, haben jedoch keine oder nur eine unfunktionale
cytosolische Doméne, sodass keine Signalweiterleitung erfolgen kann, was die
Vermutung nahelegt, dass diese Rezeptoren zur Inhibition der TRAIL-induzierten
Apoptose fuhren (Degli-Esposti et al., 1997; Pan et al., 1997). Mit deutlich niedrigerer
Affinitat bindet TRAIL an den Rezeptor Osteoprotegerin (OPG), ein Protein, dass von
den Zellen sezerniert wird und in erster Linie mit seinem Liganden RANKL (receptor
activator of NFkB ligand) interagiert.

10



Einleitung
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DRa/ ¢ DcR1
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Abbildung 7: TRAIL-Rezeptoren.

DR4: Death receptor 4 (Tumor necrosis factor receptor superfamily member 10A); DR5: Death receptor 5
(Tumor necrosis factor receptor superfamily member 10B); DcR1: Decoy receptor 1 (Tumor necrosis factor
receptor superfamily member 10C); Dcr2: Decoy receptor 2 (Tumor necrosis factor receptor superfamily
member 10D); OPG: Osteoprotegerin (Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11B).

Bindet TRAIL an einen der beiden Todesrezeptoren DR4 und DR5 kommt es zur
Aktivierung dieser Rezeptoren und zur Rekrutierung von FADD (Fas-Associated
protein with Death Domain) an die cytosolische Doméane des Rezeptors (Abbildung 8).
Durch die anschlieBende Rekrutierung von Caspase-8 bzw. Caspase-10 kommt es zur
Ausbildung des DISC (death inducing silencing complex). Nach der autokatalytischen
Aktivierung von Caspas-8 bzw. Caspase-10 und der nachfolgenden Aktivierung der
Effektorcaspasen-3, -6 und -7 kommt es zur Initialisierung der Apoptose Uber den so
genannten extrinsischen Signalweg (Hymowitz et al., 1999; Mongkolsapaya et al.,
1999). Durch die Aktivierung von Caspase-8 kann auch der intrinsische Apoptose-
Signalweg initiiert werden (Abbildung 8). Hierbei kommt es zu einer Aktivierung von
tBID (truncated BH3 interacting domain;), Bak und BAX, was zur Freisetzung von
Cytochrom-C aus den Mitochondrien fihrt. Im Anschluss erfolgt die Bildung des
Apoptosomes durch Komplexierung von Cytochom-C, Caspase-9 und Apaf-1
(Apoptotic protease-activating factor 1), zur Aktivierung der Caspase-9 und somit der
nachfolgenden Effektorcaspasen-3, -6 und -7, was ebenfalls zur Initialisierung der
Apoptose fuhrt (Han et al., 1999; Li et al., 1998; Luo et al., 1998).
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Abbildung 8: Der TRAIL-Signhalweg.

Modifiziert nach Azahri and Kavurma, 2013. TRAIL: Tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis
inducing ligand; DISC: Death-inducing signaling comlex; FADD: Fas-Associated protein with Death
Domain; TRAF2: TNF receptor-associated factor 2; TRADD: Tumor necrosis factor receptor type 1-
associated death domain protein; RIP: Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase; IkK: Inhibitor
of nuclear factor kappa-B kinase; JNK: c-Jun N-terminal kinase; MAPK: Mitogen-activated protein kinase;
ERK: Extracellular signal-regulated kinase; PI3K: Phosphoinositide 3-kinase; Akt: Serine/threonine-protein
kinase; NFkB: Nuclear factor NF-kappa-B; tBID: truncated BH3 interacting domain; BAX: Apoptosis
regulator BAX; BAK: Bcl-2 homologous antagonist/killer; Apaf-1: Apoptotic protease-activating factor 1.

Neben der Induktion der Apoptose kann TRAIL auch Signalkaskaden zur Inhibition der
Apoptose initiieren (Abbildung 8). Hierbei wird nach der Bindung von TRAIL an DR4
oder DR5, ebenfalls durch Rekrutierung von FADD und Caspase-8, der DISC gebildet.
AnschlieRend erfolgt dann die Ausbildung eines sekundaren Komplexes aus TRADD
(Tumor necrosis factor receptor type 1-associated death domain protein), TRAF2 (TNF
receptor-associated factor 2), RIP (Receptor-interacting serine/threonine-protein
kinase) und IkK (Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase). Nach der Assemblierung
des Komplexes kénnen NFkB und andere Signalwege aktiviert werden, die fur das
Uberleben der Zelle von Bedeutung sind (Kavurma and Bennett, 2008; Newsom-Davis
et al., 2009; Varfolomeev et al., 2005).
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1.2.3 Die Regulation der TRAIL-Expression

Das TRAIL-Gen ist in erster Linie auf Grund seines Apoptose induzierenden Potentials
und seine Rolle in der Immunantwort stark reguliert. Bereits die ersten Beschreibungen
der TRAIL-Promotorregion konnten einen ca. 1,6 kB grof3en Bereich mit verschiedenen
mutmalllichen Transkriptionsfaktorbindungsstellen identifizieren (Gong and Almasan,
2000), der im Laufe verschiedenster Untersuchungen weiter charakterisiert werden
konnte (Abbildung 9).

Die IFN-y vermittelte TRAIL-Induktion verlauft Gber STAT1 und IRF-1 Bindungsstellen
innerhalb des TRAIL-Promotors (Wang et al., 2000). Weiterhin ist bekannt, dass die
Behandlung gesunder wie auch transformierter Hepatozyten mit TGF-B zu einer
Induktion der Apoptose durch die Aktivierung der TRAIL-Expression und somit des
TRAIL-Rezeptor-Liganden-Systems fihrt (Herzer et al., 2005a). Diese Induktion der
TRAIL-Expression durch TGF-B erfolgt Uber eine Bindungsstelle des humanen
Transkriptionsfaktors AP-1 innerhalb des TRAIL-Promotors (Herzer et al., 2008).

Es konnte nachgewiesen werden, dass Interferon-Stimulated Response Elemets
(ISRE) innerhalb des TRAIL-Promotors liegen und eine funktionelle Aktivitdt besitzen
(Clarke et al., 2004; Kirshner et al., 2005; Sato et al., 2001), was den Zusammenhang
der IFN-a induzierten Apoptose mit der TRAIL-Expression erklart (Herzer et al., 2009).
Zudem zeigen sich auch funktionelle Bindungsstellen fir die Transkriptionsfaktoren
NFkB, Sp-1, NFAT und p53, was den Zusammenhang von TRAIL mit verschiedenen
immunologischen und auch apoptotischen Prozessen weiter bestétigt (Azahri et al.,
2012; Baetu et al.,, 2001; Chan et al., 2010; Kuribayashi et al., 2008; Wang et al.,
2011).
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Abbildung 9: Promotorregion des humanen TRAIL-Gens.

In der

Analyse der

humanen TRAIL-Promotorsequenz sind vermeintliche Transkriptionsfaktor-

bindungsstellen farblich markiert und unterhalb der Sequenz definiert (Allen and El-Deiry, 2012).
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Im Zusammenhang mit Verdnderungen der TRAIL-Expression bei verschiedenen
Erkrankungen erfolgten Untersuchungen hinsichtlich Einzel-Nukleotid-Polymorphismen
(SNP). Hierbei konnten Assoziationen von SNPs sowohl im TRAIL-Promotor als auch
in kodierenden Bereichen des TRAIL-Gens mit dem Auftreten verschiedener
Erkrankungen identifiziert werde. So zeigte sich ein Zusammenhang zwischen einem
SNP an Position -716 des TRAIL-Promotors mit dem sporadischen Auftreten von
Brustkrebs (Pal et al., 2011), auch besteht eine Assoziation des -1525/-1595 SNPs mit
dem Auftreten von Fettlebererkrankungen (Yan et al., 2009). In Bezug auf SNPs in
kodierenden Bereichen des TRAIL-Gens konnte ein Zusammenhang zwischen dem
SNP in Exon 5 mit dem Auftreten von Multipler Sklerose hergestellt werden (Kikuchi et
al., 2005).

1.3 Der Tumorsuppressor PML

Das Promyelocytic Leukemia Protein (PML) wurde erstmals im Zusammenhang mit
akuter promyelozytarer Leukamie (APL) entdeckt, bei der die Fusion von PML mit dem
Retinsdure-Rezeptor-a (RARA) zu einer dauerhaften Aktivierung von RARA flihrt, was
die Entstehung und Progression der APL begtinstigt (Goddard et al., 1992, 1991; Luo
et al., 2014).

PML ist ein ubiquitar exprimiertes Protein mit einer Vielzahl von molekularen
Funktionen (Abbildung 10), dass sowohl im Zytoplasma als auch dem Nukleoplasma
vorkommt. Die Funktionalitat von PML ist durch die Bildung subnuklearer Strukturen,
den so genannten PML-Nuclear-Bodys (PML-NBs) gegeben, bei deren Bildung PML
eine essentielle Rolle spielt (Ishov et al., 1999). Hierbei konnte gezeigt werden, dass
PML eine Rolle innerhalb des DNA-Reparatur-Systems, der Genregulation und
Proteolyse spielt, aber auch an Prozessen zur Apoptose-Induktion und der
Immunantwort bei viralen Infektionen beteiligt ist (Lunardi et al., 2011; Maarifi et al.,
2014; Pearson et al., 2000).
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Abbildung 10: Zellulare Funktionen von PML.

PML-NBs sind in nahezu jedem humanen Gewebe zu finden. Ihre Aktivitdt kann durch
oxidativen Stress, virale Infektionen oder anderen Auslosern induziert werden
(Lallemand-Breitenbach and de Thé, 2010; Muratani et al., 2002), wobei eine
Veranderung der Anzahl, GrofRe und auch Proteinzusammensetzung der PML-NBs in
Abhangig der Art des zellularen Stresses zu beobachten ist (Bernardi and Pandolfi,
2007; Dellaire and Bazett-Jones, 2004). Neben ribosomalen Proteinen,
Transkriptionsfaktoren, sowie -cofaktoren konnen auch Onkoproteine und virale
Proteine mit den PML-NBs assoziieren (Hofmann and Will, 2003). Die Diversitat der
PML-AKktivitat ist in erster Linie mit der groRen Anzahl an PML-Isoformen zu erklaren.
Alle Isoformen zeigen Ubereinstimmungen im konservierten Bereich innerhalb der N-
terminalen Domaéne. In diesem Bereich sind in erster Linie Zinkfinger-Motive (RING-
Motiv und 2 B-Boxen) lokalisiert (Nisole et al., 2005; Reymond et al., 2001). Zudem
befindet sich auch die fir die Protein-Protein-Interaktionen und die PML-
Multimerisierung zustédndige RBCC-Domane im N-terminalen Bereich des Proteins.
Der C-terminalen Bereich von PML variiert stark und ist fur die Lokalisation von PML

ins Cyto- bzw. Nukleoplasma verantwortlich.

Weiterfihrende in vivo Analysen konnten eine Tumorsuppressor-Funktion von PML
aufzeigen (Bernardi et al., 2006; Salomoni and Pandolfi, 2002). So steigt die
Anfalligkeit von PML-defizienten Mausen gegen Infektionen deutlich an (Lunardi et al.,
2011) und auch die Sensitivitat PML-defizienter Mausen gegeniber physisch oder
chemisch induzierter Karzinogenese ist deutlich erhoht (Wang et al.,, 1998b). Die
verminderte Expression von PML in einer Vielzahl von Tumoren (Gurrieri et al., 2004)

und auch die Korrelation der PML-Expression mit Tumorrekurrenz, p53-Mutationen und
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schlechter Prognose (Carracedo et al.,, 2012) bestatigen dieses Protein als

Tumorsuppressor.

Ein weiteres wichtiges Merkmal von PML ist die Beteiligung an Cytokin-vermittelten
Signalwegen. Hierbei konnte zum Einen gezeigt werden, dass die Expression von PML
durch alle drei Interferon (IFN)-Subtypen (a, B und y) induziert wird und das dies zu
einer Zunahme der PML-NBs fiihrt (Chelbi-Alix et al., 1995). Zudem wird die basale
PML-Expression durch Interleukin-6 reguliert (Hubackova et al., 2012).

Auf der anderen Seite zeigt sich, dass auch PML fir die Cytokine-vermittelte
Signalweiterleitung von entscheidender Bedeutung ist. PML-defiziente Zellen zeigen
eine Resistenz gegen verschiedene apoptotische Stimuli, wie beispielsweise y-
Strahlung oder CD95/Fas Induktion (Bernardi et al., 2008; Wang et al., 1998a), sowie
eine Resistenz gegenlber der TNF-a (Wu et al.,, 2003) und auch TGF-B induzierten
Apoptose (Lin et al., 2004).

PML spielt auch bei der TRAIL-vermittelten Apoptoseinduktion eine wichtige Rolle.
Hierbei zeigt sich, dass eine verminderte PML-Expression zu einer Blockierung der
IFN-a vermittelten TRAIL-induzierten Apoptose fuhrt (Crowder et al., 2005; Herzer et
al., 2009). Zudem zeigt sich, dass die IFN-a vermittelte Induktion der TRAIL-
Expression in priméren Hepatozyten durch PML-Defizienz vollstandig inhibiert werden
kann (Herzer et al., 2009).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung molekularer Mechanismen bei der HCC-
Entstehung auf der einen Seite und die Identifikation medizinischer Parameter zur
Prognose der Tumorrekurrenz und dem Uberleben von HCC-Patienten nach der
Lebertransplantation auf der anderen Seite. Hierbei sollte vor allem die Bedeutung des
Apoptose induzierenden Liganden TRAIL auf die Entstehung und Progression des
HCCs naher untersucht werden. Weiterhin sollte die Bedeutung des
Tumorsuppressorproteins PML im Rahmen dieser Mechanismen naher charakterisiert

werden:

1. Zun&chst sollte analysiert werden, ob ein Zusammenhang zwischen der TRAIL-
Expression und der Entstehung und Entwicklung des HCCs besteht. Hierbei
sollte vor allem analysiert werden, ob eine Korrelation der TRAIL-Expression
mit Patienten- und auch Tumorcharakteristika zu beobachten ist. Weiterfihrend
sollte der Einfluss von TRAIL auf das Migrationsverhalten von Hepatomzellen
untersucht und der prognostische Wert der TRAIL-Expression fir die

Tumorrekurrenz und das Uberleben der Patienten ermittelt werden.

2. Im Folgenden  solite die  TRAIL-Promotorregion auf  mdgliche
Sequenzvariationen innerhalb regulatorischer Bereiche untersucht werden.
Zudem sollte der Einfluss dieser Sequenzvariationen auf die Regulation der

TRAIL-Expression geklart werden.

3. Der Einfluss des Tumorsuppressors PML auf die Regulation der TRAIL-
Expression sollte ebenfalls analysiert werden. Hierbei sollte zudem der Einfluss
von PML auf die nicht-induzierte HCV-assoziierte Hepatokarzinogenese im in
vivo Modell unter Verwendung von HCV-transgenen (HCV*™") oder PML-

defizienten (PML™) Mausen n&her charakterisiert werden.

4. Weiterfuhrend erfolgten Untersuchungen zu klinischen Parametern mit
pradiktive Wert fiir die HCC-Rekurrenz und das Uberleben von HCC-Patienten

nach der Lebertransplantation.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 1: Verwendete Geréate.

Bezeichnung

Hersteller

Autoklav 2540 EL und Systec VX-150

Systec GmbH, Wettenberg

CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System

Bio-Rad, Miinchen

CO2 Inkubatoren Hera Cell

Heraeus, Hanau

CO2 Inkubatoren Heraeus BB15

Thermo Scientific

E-BOX VX2 Geldokumentationssystem

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen

Elektrophorese-Kammer

Carl-Roth GmbH & CO KG, Karlsruhe

ELISA Reader ELx808

BIO-TEK Instruments, Bad Friedrichshall

Feinwaage AT261 DeltaRange

Mettler Toledo, Giessen

Fusion FX-advanced

Vilber Lourmat, Eberhardzell

HYBAID OmniGene Heizblock

Thermo HYBAID GmbH, Miinchen

GeneTitan® Instrument

Affimetrix

Inkubationsschuttler Innova 4000

New Brunswick Scientific/Eppendorf, Hamburg

Inverses Gewebekulturmikroskop TMSF

Nikon GmbH, Disseldorf

LaminAir®

Heraeus, Hanau

Luminometer Fluorostar Optima

BMG Labtech GmbH, Offenburg

Mikroskop Eclipse TS 100

Nikon GmbH, Disseldorf

Mini-PROTEAN® Tetra cell

Bio-Rad, Miinchen

Multipette stream®

Eppendorf, Hamburg

Multipette® M4

Eppendorf, Hamburg

Peristaltikpumpe Masterflex 77200-50

Cole Parmer Instrument Company, Vernon
Hills, IL, USA

pH-Meter 765 Calimatric

Knick, Berlin

Pipetten (research plus): 0,1-2,5ul, 0,5-10ul, 10-
100ul, 100-1000pl

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe, elektrisch

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

Safe 2020 Class Il Biological Safety Cabinet

Thermo Scientific

Schiittler Certomat TC3

B.Braun Biotech International, Melsungen

Sterilwerkbank (Biological Safety Cabinet Class Il)

NuAir, Plymoth, USA

Stromquelle BioRad PowerPac 300 und PowerPac
HD

Bio-Rad, Miinchen

SureCycler 8800 Thermal Cycler

Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA,
USA

Thermoblock Dri-Block DB-2A

Techne, Stone, Staffordshire, UK

TissueRuptor

Qiagen, Hilden

Trans-Blot®Turbo™ Transfer System

Bio-Rad, Miinchen
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Waage MP-3000

Chyo Balance Corp., Komatsu, Japan

Wasserbad GLF und Julabo U3

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach

Zahlkammer Neubauer improved

Brand GmbH & Co KG, Wertheim

Zentrifugen 5810R, 5415R und 5424

Eppendorf, Hamburg

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Material

Hersteller

15ml Falcon™ Roéhrchen Polystyrene

Beckton Dickinson/ BD Bioscience, Heidelberg

15ml und 50ml Réhrchen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Cellstar 6-well und 24-well Platte

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Combitips advanced® Biopure 0,5ml, 5ml, 10ml

Eppendorf, Hamburg

Deckglaschen

Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH,
Edermunde

Einwegskalpelle

Servoprax® GmbH, Wesel

Kryogefafie (2ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Microvette® 500

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

Mini-PROTEAN® TGX™Gels 12% fir Mini-
PROTEN® Tetra cell

Bio-Rad Laboratories Gmbh, Miinchen

Objekttrager

Menzel GmbH & CO KG, Braunschweig

Parafilm™

American National Can, Greenwich, CT, USA

Hard-Shell® Low-Profil Thin-wall 96-well skirted PCR

plates mit Microseal® ‘B’ Adhesive Seals

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Petrischale (Zellpraparationen)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Pipettenspitzen (0,1-10pl; 1-20pl; 10-100p1;101-
1000pl)

Starlab GmbH, Ahrensburg

Pipettenspitzen (20pl; 200ul)

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

RNase ZapWipes

Ambion/Life technologies, Darmstadt

Safe Lock Reaktionsgefafie (0,5ml; 1ml; 2ml)

Eppendorf, Hamburg

Serologische Einwegpipetten, 2ml , 5ml, 10ml, 25ml
und 50 ml Cellstar®

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Tissue Ruptor® Disposable probes

Qiagen, Hilden

Trans-Blot®Turbo™ PVDF-Membranen, mini und

midi Format

Bio-Rad Laboratories Gmbh, Miinchen

Vakuum Filtrationssystem, 500 ml

Tpp, Schweiz

Zellkulturflaschen (75cm3 und 175cm3)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Zellschaber, gelb

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Zeta-Probe GT Membrane

Biorad

% Mini-Protean TBE Gel
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2.1.3 Chemikalien, Reagenzien, Pharmazeutika und Medien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien, Reagenzien, Pharmazeutika und Medien.

Substanz Hersteller
Ampicillin Sigma Aldrich
Bortezomib Selleckchem
BSA (Bovine Serum Albumin) PAA

DMEM Gibco

DMEM (Pulver) Invitrogen
DPBS Gibco

FCS (Fetales Kalberserum) PAA

IFN-a 2a human Sigma Aldrich
IFN-y human Sigma Aldrich
lonomycin Sigma Aldrich
LB-Agar (Pulver) Sigma Aldrich
LB-Medium (Pulver) Sigma Aldrich
MG-132 Selleckchem
Milchpulver Sigma Aldrich
Natriumbicarbonat 7,5 % Invitrogen

Phosphataseinhibitor (100x)

Thermo Scientific

PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetat) Sigma Aldrich
Proteaseinhibitor (EDTA free) Roche

Qiazol Qiagen
SAHA (N-hydroxy-N'-phenyl-octanediamid) Sigma Aldrich
TBE (10x) Gibco

TGF-B human Sigma Aldrich
TGS (10x) Biorad
Trypsin-EDTA PAA

PageRuler Prestained Protein adder

Thermo Scientific

MagicMark™ XP Western Protein Standard

Life Technologies

Lane Marker Sample Buffer

Thermo Scientific

GenePilot 1 kb Plus Ladder

Qiagen

GeneRuler Low Range DNA Ladder

Thermo Scientific
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2.1.4 Puffer und Losungen

Tabelle 4: Verwendete Puffer und Lésungen.

Puffer/Lésung Inhaltsstoffe/Konzentration
50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1 % Sodium
RIPA Deoxycholate, 1 % NP-40, Protease-Inhibitor, Phosphatase-

Inhibitor

TBE (10x) Ultra Pure™

Gibco

TBS

50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,6

TBST

50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0,05 % Tween-20, pH 7,6

Genotypisierungspuffer 1

25 mM NaOH, 0,2 mM EDTA

Genotypisierungspuffer 2

40 mM Tris-HCL, pH 5,5

Stripping buffer

200 mM Glycin, 3,5 mM SDS, 1 % Tween-20, pH 2,2

TGX (10x)

Biorad

Roti®-Histofix 4,5 %

Roth

Hypotonischer Waschpuffer

10 mM HEPES pH 7,9, 10 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 10% NP-40

Extraktionspuffer 20 mM HEPES pH 7,9, 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA, 10 % Glycerol
2.1.5 Enzyme
Tabelle 5: Verwendete Enzyme.

Enzym Hersteller

FastAP Thermosensitive Alkaline hosphatase Thermo Scientific

FastDigest BamHI Fermentas

FastDigest Hindlll Fermentas

FastDigest Kpnl Fermentas

T4 DNA Ligase Thermo Scientific

2.1.6 Antikorper

Tabelle 6: Verwendete Antikdrper.

Bezeichnung Herstellernachweis Hersteller

Verdinnung im

Western Blot

Primére Antikorper

PML PML (H-238) Rabbit pAb 1:1000

Santa Cruz

Biotechnology

Sekundére Antikérper

Goat anti-Rabbit IgG, HRP-

anti-rabbit ) . Cell Signaling 1:5.000
linked Antibody
Ladungskontrolle
. B-Aktin (13E5) Rabbit mAb ) )
B-Aktin Cell Signaling 1:10.000

(HRP-Conjugate)
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2.1.7 Kompetente Zellen

Tabelle 7: Verwendete kompetente Zellen.

Bezeichnung Hersteller

E. coli K12 JM109 Competent Cells Sigma

2.1.8 Vektoren

Tabelle 8: Verwendete Vektoren.

Vektor Hersteller Antibiotikaresistenz
pGL3-Basic Promega Ampicilin
pGL3-Control Promega Ampicilin
pRL-SV40 Promega Ampicilin
pEGFP-C3-PML-| (Weidtkamp-Peters et al., 2008; | Kanamycin
Xu et al., 2005)
pEGFP-C3-PML-II (Weidtkamp-Peters et al., 2008; | Kanamycin
Xu et al., 2005)
PEGFP-C1-PML-IlI (Weidtkamp-Peters et al., 2008) | Kanamycin
PEGFP-C1-PML-IV (Fagioli et al., 1992; Weidtkamp- | Kanamycin
Peters et al., 2008)
pEGFP-C1-PML-V (Weidtkamp-Peters et al., 2008; | Kanamycin
Xu et al., 2005)
PEGFP-C1-PML-VI (Weidtkamp-Peters et al., 2008) | Kanamycin
2.1.9 Zelllinien
Tabelle 9: Verwendete Zelllinien.
Zelllinie Herstellernachweis Kulturbedingungen
HepG2 ATCC DMEM, 10 % FCS, 1 % Pen/Strep; 37 °C; 5 % CO;
Huh7 ATCC DMEM, 10 % FCS, 1 % Pen/Strep; 37 °C; 5 % CO;
Hep3B DSMz DMEM, 10 % FCS, 1 % Pen/Strep; 37 °C; 5 % CO;
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2.1.10 Kits

Tabelle 10: Verwendete Kits.

Bezeichnung

Herstellernachweis

3" IVT Express Kit

Affimetrix

Amersham ECL Primer Western Blotting detection Reagent

GE Healthcare

BCA Protein Assay Kit Pierce
Dual-Glo® Luciferase Assay System Promega
GeneTitan® Wash Buffers A and B Module Affimetrix
GeneTitan™ Hybridization, Wash, and Stain Kit for 3' IVT Arrays Affimetrix
HotStar Taq Plus Master Mix Kit Qiagen
LightShift® Chemiluminescent EMSA Kit Pierce
miRNAeasy Mini Kit Qiagen

Phusion Site-Directed Mutagenesis Kit

Thermo Scientific

Phusion Site-Directed Mutagenesis Kit

Thermo Scientific

Plasmid Maxi Kit Qiagen
QlAamp DNA Mini Kit Qiagen
Qiaprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QuantiFast SYBR Green PCR Kit Qiagen
QuantiFast SYBR Green RT-PCR Kit Qiagen
RNase A (100 mg/ml; 7000 Units/ml) Qiagen
RNase-Free DNase Set Qiagen
RNeasy Mini Kit Qiagen

26




Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Humanes Gewebe

Fur die Analyse der TRAIL-mRNA-Expression sowie der TRAIL-Promotorsequenz im
Lebergewebe von HCC-Patienten wurde Lebergewebe zu Verfligung gestellt welches
im Rahmen von Leberteilresektionen oder Lebertransplantationen gewonnen wurde.
Alle Patienten haben ihr schriftliches Einverstéandnis dazu erteilt, dass Teile ihrer
Gewebeproben zu wissenschaftlichen Zwecken verwendet werden durfen. Alle Daten,
die im Zusammenhang mit Patientendaten oder -material gewonnen wurden, werden
ausschlielich in anonymisierter Form veréffentlicht. Die Vorgehensweisen befinden

sich im Einklang mit der revidierten Deklaration von Helsinki von Oktober 2000.

2.2.2 Tiermodell und operative Techniken

2.2.2.1 Verwendete Mausstamme

Der Einfluss der PML-Defizienz wurde in homozygoten PmI™*"" Mausen (Wang et al.,
1998a) mit B6/C3H/129 Mischhintergrund untersucht, die im Folgenden als PML™
Mause bezeichnet werden. Die Untersuchungen zur Auswirkungen von HCV auf die
Hepatokarzinogenese erfolgten in homozygoten Tg(Alb1-HCVN)SmI Mausen mit
B6/C3H/129 Mischhintergrund, im Weiteren als HCV*™* Mause bezeichnet. In diesen
Mausen erfolgt sowohl eine Expression der Struktur-, als auch der Nicht-Struktur-
Proteine des HCV, wodurch eine HCV-Infektion nachgestellt wird (Lerat et al., 2002).
Um den Einfluss der PML-Defizienz auf die HCV-assoziierte HCC-Entstehung genauer
charakterisieren zu konnen, wurden aus den oben beschriebenen Mausstammen Tiere
generiert, die sowohl eine homozygote PML-Defizienz aufweisen, als auch die

+/+

Expression der HCV-Proteine, im Folgenden als HCV”*PML” Mause bezeichnet. Um
den Einfluss des B6/C3H/129 Mischhintergrundes in die Ergebnisse mit einbeziehen zu
konnen, wurden Mause mit demselben Hintergrund als Kontrollen (im Weiteren:
Wildtyp, WT) verwendet. Die verwendeten Stamme sind in Tabelle 11 Ubersichtlich

dargestellt.
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Tabelle 11: Verwendete Mausstamme.

Name Bezeichnung Hintergrund Literatur
Wildtyp Wildtyp; WT B6/C3H/129
Transgen HCV™ Tg(Alb1-HCVN)SmI B6/C3H/129 (Lerat et al., 2002)
Transgen PML™ Pmitm1Ppp B6/C3H/129 (Wang et al., 1998a)

Zentrales Tierlabor;
e N Tg(Alb1-HCVN)SmI, . o
Transgen HCV™ PML B6/C3H/129 Universitétsklinikum
Pmitm1Ppp

Essen

Alle Mause hatten durchgéangig freien Zugang zu Trinkwasser und Standardfutter. Die
Tierexperimente wurden gemal den Richtlinien der ,Federation of European
Laboratory Animal Science Association® (FELASA) durchgefuhrt. Die Mause am

Universitatsklinikum Essen wurden unter tierarztlicher Kontrolle geziichtet.

2.2.2.2 Organentnahme

Fur die Leberentnahme der Versuchstiere erfolgte zundchst eine Narkotisierung der
Mause mittels Isofluran mit anschlieRender Totung der Mause durch Genickbruch. Die
Leber der Versuchstiere wurde vollstindig enthommen und zunachst durch
makroskopische Inaugenscheinnahme auf pathologische Verdnderungen untersucht.
AnschlieRend erfolgte die Konservierung des Gewebes fir Protein- und RNA-Analysen
durch Schockfrostung in fliissigem Stickstoff und Lagerung bei -80 °C. Das Gewebe fiir
histologische Untersuchungen wurde in PBS-gepuffertem 4,5 %igem Paraformaldehyd

fixiert.

2.2.2.3 Histologie

Alle histologischen (Hamatoxylin-Eosin- (H/E)-Farbung) und immunhistologischen
(Ki67-Farbung) Untersuchungen wurde von Frau Dorothe Moéllmann aus der
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. H. Baba am Institut fir Pathologie und
Neuropathologie des Universitatsklinikums Essen durchgefuhrt. Das zuvor fir
mindestens 24 h in 4,5% Paraformaldehyd fixierte Lebergewebe wurde mittels
aufsteigender Alkoholreihe entwassert und mit Xylol durchtréankt, anschlieRend wurde
das Gewebe in Paraffin eingebettet. Die 1-3um starke Schnitte wurden mittels

Schlittenmikrotom aus den Paraffinblécken angefertigt und auf Objekttrager fixiert.
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Die routinem&Rig durchgefuhrte H/E-Farbung féarbt verschiedenste Strukturen im
Gewebe an. Hierbei wurden alle basophilen Strukturen (z.B. Zellkern/DNA und
Ribosomen) blau, alle azidophilen Strukturen (z.B. Zytoplasmaproteine und
Mitochondrien) rot gefarbt. Fur die Farbung wurden die Schnitte zunéchst mittels Xylol
entparaffiniert und mittels absteigender Ethanolreihe rehydriert. Anschlieend erfolgte
die Farbung zunachst in einer Hamalaun-L6sung und anschlieend in der Eosin-
Losung. AbschlieBend wurden die Schnitte mittels aufsteigender Ethanolreihe

dehydriert und in Histomount eingedeckt.

Fur die Ki67-Farbung wurden die Schnitte ebenfalls mittels Xylol entparaffiniert und
mittels  absteigender  Ethanolreine  rehydriert.  AnschlieBend wurde die
Hintergrundaktivitat endogener Peroxidasen mittels H,O,-Inkubation minimiert. Nach
dem Blockieren der Schnitte erfolgte die Inkubation mit dem Ki67-spezifischen
primaren Antikérper. Nach der anschlieBenden Inkubation mit dem sekundaren
Antikbrper (Peroxidase-Konjugat) erfolgte die Detektion mittels DAB (3,3-

Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid) und Hamatoxylin-Eosin-Farbung.

2.2.2.4 Genotypisierung

Das Gewebe der Schwanzspitze (ca. 2 mm) wurde in ein Reaktionsgefald tberflhrt
und mit 75 puL Genotypisierungspuffer 1 bedeckt. AnschlielBend wurde das Gewebe flr
1 h bei 98 °C lysiert. Nach Abkihlen wurden 75 pL Genotypisierungspuffer 2 dazu
gegeben und gemischt. Nach 3 minutiger Zentrifugation bei 4000 rpm wurden 2 pL des
Uberstandes fiir die nachfolgende PCR verwendet.

Die anschlieRende PCR-Reaktion erfolgte unter Verwendung des HotStar Taq Plus
Master Mix Kits (Qiagen) und wurde nach Herstellerangaben, mit dem in Tabelle 12
angegebenen Protokoll durchgefiihrt. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 13

angegeben.
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Tabelle 12: PCR-Protokoll fir die Genotypisierung der verwendeten Mausstamme.

Schritt Temperatur Zeitintervall

Primére Aktivierung der Polymerase 95 °C 5 min

Denaturierung 95 °C 1 min

Primer Annealing 58 °C 30 sec 35 Zyklen
Elongation 72 °C 60 sec

Finale Elongation 72 °C 10 min

Tabelle 13: PCR-Primer fiir die Genotypisierung der verwendeten Mausstamme.

) Hybridisierungs-
Primer Sequenz PCR Produkt
temperatur
PML-R ttggacttgcgcegtactgtc 58 °C
ggactigegeglacld PML WT: 410 bp
PML-F1 tttcagtttctgcgcetgec 58 °C
PML knockout: 320 bp

Neo1500 atcgccttctatcgcecttcttgacgag 58 °C
NS4b-fwd tattgcctgacaagaggcagtgtggttatc 58 °C
NS4b-rev gatgaaattccacatgtgctttgcccag NS4b WT: 410 bp 58 °C
mFasl tcccttaaacagcagtgetgtg NS4b transgen: 290 bp 58 °C
mFas3 tagcaaatctaggcattaacagtg 58 °C

Nach der Amplifikation wurden 3 pL der PCR-Reaktion mit 1 pL Probenpuffer
vermischt und auf ein 1 %iges Agarosegel mit Ethidiumbromid aufgetragen. Nach 1
stiindiger Elektrophorese bei 60 Volt wurden die PCR-Produkte bei 312 nm detektiert.

Die zu erwartenden GréRen sind in Tabelle 13 angegeben.

2.2.3 Zellkulturmodell

2.2.3.1 Verwendete Hepatomzelllinien und deren Kultivierung

Die verwendeten Hepatomzelllinien Huh7, HepG2 und Hep3B sowie die
Hepatoblastomzelllinie Huh6 wurden in DMEM mit 10 % (v/v) FCS unter Verwendung
der Antibiotika Penicillin (1 % v/v) und Streptomycin (1 % v/v) bei 37 °C unter 5 % CO,-
Begasung in 75 cm? Zellkulturflaschen kultiviert. Die Passagierung der Zellen folgte
zweimal wdchentlich. Hierfir wurden die Zellen zunachst zweimal mit 10 mL DPBS
gewaschen und anschlieRend mit 2 mL Trypsin-EDTA L6sung durch 5-10 minltige
Inkubation bei Raumtemperatur abgeldst. Darauf folgend wurden die Zellen mit 8 mL
Zellkulturmedium verdiinnt und in einem Verhaltnis von 1:4 in eine neue 75 cm?

Zellkulturflaschen mit 12 mL Zellkulturmedium Gberfihrt.
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2.2.3.2 In vitro Stimulationen von Hepatomzelllinien

Fur in vitro Analysen wurden die Zelle zunachst wie unter 2.2.3.1 beschrieben
gewaschen und abgeltst. Nach Verdinnung der Zellen mit 8 mL Zellkulturmedium
wurden die Zellen mittels Neubauer Zahlkammer gezahlt und in gewlnschter Zellzahl
in die Zellkulturplatten Uberfuhrt. Die verwendeten Zellzahlen, wie auch die
entsprechenden Gesamtvolumen sind in Abhangigkeit von der jeweiligen
Zellkulturplatte aufgefuhrt (vgl. Tabelle 14).

Tabelle 14: Verwendete Zellzahlen und Volumina fir in vitro Experimente

Kulturplatten Formal Verwendete Zellzahl Verwendetes Gesamtvolumen
96er Lochplatte 2x10° 100 uL

24er Lochplatte 1x10° 500 uL

12er Lochplatte 2,5x10° 1mL

6er Lochplatte 1x10° 2mL

2.2.3.3 Transfektion von Hepatomzelllinien mit Plasmid-DNA

Fur die Transfektion von Plasmid-DNA in Hepatomzelllinien wurden die Zelle zunachst
in eine 6er-Lochplatte (vgl. Tabelle 14) ausgesat und bis zur vollstdndigen Anhaftung
bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Das Reaktionsgemisch fir die Transfektion wurde
aus 2 ug des zu transfizierenden Plasmids, 200 ng des Kontrollplasmids und 7 pyL des
Fugene HD Transfektionsreagenzes (Promega) in einem Gesamtvolumen von 100 pL
Medium (DMEM ohne FCS bzw. Antibiotika) angesetzt und fir 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurde das Reaktionsgemisch vollstandig zu
den Zellen gegeben und diese fur mindestens 24 Stunden bei 37 °C und 5% CO,
Begasung inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fur Protein- oder RNA Analysen
geerntet (vgl. 2.2.4.3, 2.2.8.1) oder entsprechend den Voraussetzungen des

nachfolgenden Assays weiter behandelt.

2.2.3.4 Transfektion von Hepatomzelllinien mit SiRNA

Fur die RNA-Interferenz-Untersuchungen wurden die Zellen in 12er-Lochplatten
ausgesat und nach vollstandiger Anhaftung mit fertiger siRNA-LOosung (Qiagen)
transfiziert. Die verwendeten siRNAs sind mit den eingesetzten Endkonzentrationen in

Tabelle 15 angegeben.
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Tabelle 15: Verwendete siRNA Konstrukte fir die in vitro Transfektion

] ] Eingesetzte
Gen Herstellernachweis Zielsequenz ]
Endkonzentration

Kontrolle Ctrl_AllStars_1 - 25 nM
TRAIL Hs_TNFSF10_2 AACACAAAGAACGACAA | 25nM

ACAA
PML Hs_PML_4 CTCCAAGATCTAAACCG | 25nM

AGAA

2.2.3.5 Luciferase-Assay

Nach Transfektion von Huh7-Zellen mit den angegebenen Reportergenkonstrukten fir
24 h, wurden die Zellen zweimal mit 1 mL DPBS (Gibco) gewaschen und mit 300 pL
Trypsin-EDTA Loésung (Gibco) abgelést. AnschlieBend wurden die Zellen mit
Kulturmedium auf ein Gesamtvolumen von 1 mL aufgefiillt. 50 uL der Zellsuspension
wurden in eine 96er-Lochplatte ausgesat, bis zur vollstandigen Anhaftung bei 37 °C
und 5% CO, inkubiert. Nach anschlie@ender Stimulation der Zellen in einem
Gesamtvolumen von 100 pL, wurden die Zellen auf Raumtemperatur abgekihlt und
der Assay nach Herstellerangaben (Dual-Go® Luciferase Assay System, Promega)
durchgefiihrt und ausgewertet.

2.2.3.6 Soft-Agar-Assay

Nach Transfektion der Huh7 Zellen fir 48 h mit siRNA wurden die Zellen durch
Trypsin-EDTA Verdau abgeldst und gezahlt (Neubauer-Zahlkammer). Die Platten
wurden durch Einbringen von 500 pL 0,5 %igen Basisagar (0,5 % Agar, in DMEM mit
10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin) vorbereitet. AnschlieBend wurden
1x10” Zellen 500 pL 0,35 %iger Agarose-Lésung (0,4 % Agar, in DMEM mit 10 % FCS
und 1 % Penicillin/Streptomycin) aufgenommen und auf den erkalteten Basisagar
aufgetragen. Danach wurden die Zellen mit 500 uL Medium Uberschichtet und fir
21 Tage bei 37 °C und 5 % CO, Begasung inkubiert. Der Mediums Wechsel erfolgte 2-
mal wochentlich. Nach der Farbung mit 0,005 %iger Kristallviolettiésung fur 1 h wurden

die Zellen durch mikroskopisches Auszahlen quantifiziert.
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2.2.3.7 Migrations-Assay

Nach Transfektion der Huh7-Zellen fir 48 h mit siRNA wurden die Zellen durch
Trypsin-EDTA Verdau abgeldst und gezahlt (Neubauer-Zahlkammer). Anschliel3end
wurden 1x10* Zellen in 200 puL FCS- und Antibiotika-freiem Kulturmedium
aufgenommen und in das Transwell (8,0 um Porengrof3e) uberfuhrt. Das
Zellkulturmedium in der unteren Kammer (500 pL) enthielt neben 1 %iger
Penicillin/Streptomycin-Losung auch 10 % FCS. Nach 24 stundiger Inkubation der
Zellen bei 37 °C und 5 % CO, Begasung wurde das Transwell in PBS gewaschen und
die Zellen fur 2 h mit 500 pL Histofix (Roth) fixiert. AnschlieBend wurde das Transwell
zweimal mit PBS gewaschen und fir 15 min mit 0,005 %iger Kristallviolettlésung
gefarbt. Die nicht-migrierten Zellen im Inneren des Transwells wurden durch
sorgfaltiges Abwischen der Membran mit einem Wattestdbchen abgeldst, sodass die
migrierten Zellen an der Unterseite der Membran durch mikroskopisches Auszahlen

quantifiziert werden konnten.

2.2.4 Isolation und Analyse von Nukleinséuren

2.2.4.1 RNA Isolierung aus humanem Gewebe

Gewebestiicke (ca. 30 mg) von explantierten Mauselebern wurden in 2 mL Qiazol
(Qiagen) uberfuhrt und mit Hilfe eines Ultra Turrax dispergiert. Darauf folgend wurde
das Homogenisat in ein Reaktionsgefa? dberfihrt und mit 200 uyL Chloroform
vermischt. Nach kréftigem Schiitteln wurde das Gemisch flir 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlielBend bei 10000 rpm fir 15 min und 4 °C
zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein
neues Reaktionsgefal? Uberfihrt. Nach Zugabe von 500 pL Isopropanol, wurde das
Gemisch fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und daraufhin bei 10000 rpm fur
10 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
anschliel3end mit 1 mL Ethanol (75 %) gewaschen und erneut bei 7600 rpm fir 5 min
und 4 °C zentrifugiert. Nach vollstandiger Entfernung des Ethanols wurde das Pellet in
100 uyL H,O resuspendiert. Zur weiteren Aufreinigung wurden 350 pL RLT-Puffer
(RNeasy mini Kit, Qiagen) und 250 yL Ethanol (100 %) zu gegeben und das Gemisch
auf eine RNeasy mini Column (RNeasy mini Kit, Qiagen) Uuberfihrt. Nach

15 sekiindiger Zentrifugation bei mindestens 10000 rpm wurde der Durchfluss
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verworfen. Dann wurden 500 uL RPE-Puffer (RNeasy mini Kit, Qiagen) auf die Saule
gegeben und fur 15 Sekunden bei mehr als 10000 rpm zentrifugiert. Nach dem
Verwerfen des Durchflusses wurden erneut 500 uL RPE-Puffer auf die Saule gegeben
und fir 2 min bei mehr als 10000 rpm zentrifugiert. Anschlieend wurde die S&ule in
ein neues Rohrchen gestellt und bei mehr als 13000 rpm fir 1 min zentrifugiert. Die
Saule wurde in ein neues Reaktionsgefal? gestellt und die RNA mit 100 pL H,O durch
Zentrifugation bei mehr als 10000 rpm far 1 min eluiert und bis zur weiteren

Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.2.4.2 RNA lIsolierung aus murinem Gewebe

Gewebestlicke (ca. 30 mg) von explantierten Mauselebern wurden in 700 pL kaltem
Qiazol (miRNeasy mini Kit, Qiagen) Uberfihrt und mit Hilfe eines Ultra Turrax
dispergiert. Es erfolgte eine funfminutige Inkubation des Homogenisats bei
Raumtemperatur und anschlie@ender Zugabe und Vermischung mit 200 pL
Chloroform. Nach kraftigem Schitteln wurde das Gemisch fir 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert und dann bei 10000 rpm fir 15 min und 4 °C zentrifugiert.
Die obere wassrige Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefald Gberfuhrt. Nach Zugabe von 525 pL Ethanol wurde das Gemisch auf
eine RNeasy mini Column (miRNeasy mini Kit, Qiagen) Uberfiihrt. Nach 15 sekindiger
Zentrifugation bei 10000 rpm wurde der Durchfluss verworfen, 350 uL RWT-Puffer
(miRNeasy mini Kit, Qiagen) auf die S&dule gegeben und fur 15 Sekunden bei mehr als
10000 rpm zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Durchflusses wurden 80 UL DNase
Reaktionslésung (10 pL DNase | + 70 uL RDD Buffer; RNase free DNase Set, Qiagen)
auf die Membran pipettiert und die Saule fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurde die Saule erneut mit 350 pL RWT-Puffer gewaschen und fir
15 Sekunden bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die
Saule zweimal mit 500 pL RPE Puffer gewaschen und bei 10000 rpm fiir 15 Sekunden
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Saule durch 2 minitige
Zentrifugation bei 10000 rpm getrocknet. Die S&ule wurde daraufhin in ein neues
Reaktionsgefald dberfihrt und die RNA mit 30 uL RNase freiem Wasser durch
einmindtige Zentrifugation bei 10000 rpm eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -

80 °C gelagert.
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2.2.4.3 RNA-Isolation aus der Zellkultur

Nach dem Entfernen des Mediums und dem Waschen der Zellen mit DPBS wurden
diese mit 350 uL RLT Plus-Puffer (RNeasy mini kit, Qiagen) pro 3,9 cm?® Kulturflache
lysiert. Die nachfolgende RNA-Isolierung erfolgte vollstandig nach dem im RNeasy mini
Kit (Qiagen) angegebenen Protokoll.

2.2.4.4 |solierung der genomischen DNA aus humanem Gewebe

Gewebestlicke (ca. 25 mg) von explantierten Lebern wurden mit Hilfe eines Skalpells
in kleine Stiicke zerteilt und in ein Reaktionsgefald mit 180 uL ALT Puffer (QlAamp
DNA Mini Kit, Qiagen) uberfuhrt. Nach erfolgter Zugabe von 20 yL Proteinase K wurde
so lange bei 56 °C inkubiert, bis die Gewebestiicke vollstandig lysiert waren. Nach
Zugabe von 4 uL RNase A wurde flr 2 min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieend nach dem im QlAamp DNA Mini Kit angegebenen Protokoll (DNA

Isolierung aus Gewebe) fortgefahren.

2.2.4.5 Gesamt-DNA-Isolierung aus der Zellkultur

Nach dem Entfernen des Mediums und dem Waschen der Zellen mit DPBS wurden
diese mit 200 pL Trypsin-EDTA Lésung geldst, in 1 mL Medium resuspendiert und in
ein ReaktionsgefaR tberfiihrt. Die Zellen wurden bei 5000 rpm pelletiert, der Uberstand
verworfen und das Zellpellet anschlieBend in 200 uL DPBS resuspendiert. Nach
Zugabe 20 pL Proteinase K und 4 L RNase A (Qiagen), wurden 200 uL AL Puffer
(QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen) dazu gegeben und 15 sec gemischt. Die nachfolgende
DNA-Isolierung erfolgte vollstandig nach dem im (QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen)

angegebenen Protokoll zur Isolierung genomischer DNA aus Blut.

2.2.4.6 Quantitative real-time PCR

Experimentelles Vorgehen

Die Quantifizierung der Genexpression der angegebenen Gene erfolgte mittels One-
Step-reverse-Transkriptase-real-time-PCR. Um Kontaminationen durch genomische

DNA ausschlieRen zu kénnen, wurden die Primer (vgl. Anhang 2) so gewahlt, dass
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sich die Bindung Uber die Grenze zwischen zwei Exons erstreckte und somit ein Intron

uberspannt.

Fur eine Reaktion von 15 pL Gesamtvolumen im 96er-Lochplattenformat wurden 2 L
RNA (2.2.4.1, 2.2.4.2, 2.2.4.3) mit einer maximalen Menge von 50 ng eingesetzt. Die
weitere Handhabung erfolgte nach Herstellerangaben (QunatiFast SYBR Green RT-
PCR Kit, Qiagen). Zur Qualitatskontrolle der RT-PCR Ergebnisse wurden im Anschluss
an die Reaktion grundsatzlich primerspezifische Schmelzkurvenprofile der Produkte
erstellt (vollstandiges Program vgl. Tabelle 16).

Tabelle 16: Vollstandiges RT-PCR Programm der Genexpressionsanalyse mittels
QuantiFast SYBR Green RT-PCR Kits.

Schritt Temperatur Zeitintervall

reverse Transkription 50 °C 10 min

Priméare Aktivierung der Polymerase 95 °C 5 min

Denaturierung 95 °C 10 sec

i _ i 40 Zyklen

Primer Annealing/Elongation 60 °C 30 sec
AT =-0,5 °C pro min

Schmelzkurve 95 Zyklen
(95 °C-60 °C)

Erstellung von primerspezifischen Eichgeraden

Zur Erstellung der primerspezifischen Eichgeraden wurde zunachst eine RT-PCR
Reaktion einer unbehandelten Kontrollprobe wie unter 2.2.4.6 beschrieben mit den
spezifischen RT-PCR Primern (vgl. Anhang 2) durchgefihrt. Anschlie3end wurden die
primerspezifischen PCR-Produkte aufgereinigt (Qiaquick PCR Purification Kit) und die
Konzentration mittels Absorption bei 280 nm bestimmt. Anhand der unten stehenden
Formel wurde anschlieRend die Kopienzahl des primerspezifischen PCR-Produktes pro

Volumeneinheit berechnet:

Formel 1: Kopienzahlbestimmung der PCR-Produkte

CpCcR-Produ -
(Formel 1) Kopienzahl [ﬁ] = Ldktu x N, x 10°

g
MPCR—Prudukt[le]

Nachfolgend wurde eine Verdinnungsreihe der primerspezifischen PCR-Produkte

ausgehend von einer maximalen Endkonzentration von 1 x 10® Kopien/Reaktion bis hin
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zu einer Minimalkonzentration von 1 x10° Kopien/Reaktion hergestellt und im
Anschluss mit den PCT-Produkt spezifischen Primern mittels quantitativer real-time
PCR nach Herstellerangaben durchgefuhrt (QuantiFast SYBR Green PCR Kit). Die
Berechnung der Eichkurven erfolgte mittels geratespezifischer Software (Biorad CFX
Manager). Die Achsenabschnitte sowie die Steigungen der so berechneten
Eichgeraden sind in Anhang 2 aufgefuhrt.

Auswertung

Die Auswertung der RT-PCR Ergebnisse erfolgte unter Verwendung der unter 2.2.4.6
ermittelten Geradengleichungen. Hierfir wurde zundchst die Kopienzahl des

primerspezifischen PCR-Produktes der jeweiligen Probe bestimmt:

Formel 2: Kopienzahlbestimmung der RT-PCR-Produkte

(Ct — Achsenabschnitt der Eichgerade.
(Forme| 2) Kopienzahl =10 Steigung der Eichgerade

)

AnschlielRend erfolgte die Normierung der Kopienzahl des jeweiligen Zielgens auf die
Kopienzahl von B-Aktin. Zur besseren Veranschaulichung wurde die Genexpression

der Zielgene prinzipiell pro 1 x 10° Kopien B-Aktin angegeben:

Formel 3: Bestimmung der Genexpression des Zielgens

Kopienzahlzieigen

(Formel 3) Genexpressiongieigen = 106

Kopienzahlg—Aktin

Die Unterschiede innerhalb der Genexpression der Zielgene nach Stimulation der
Zellen wurden mit Hilfe der Berechnung des Fold Change nach unten stehender

Formel ermittelt:

Formel 4: Bestimmung des Fold Change nach Stimulation

Genexpression stimulation

Formel 4 Fold Changeg,; ion = .
( ) gCstimulation Genexpressionopne stimulation
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2.2.5 Amplifikation der TRAIL-Promotorregion aus humanem

Lebergewebe

Die Amplifikation der TRAIL-Promotorregion aus genomischer DNA erfolgte unter
Verwendung des HotStar Tag Plus Master Mix Kits (Qiagen) und wurde nach
Herstellerangaben, mit dem in Tabelle 17 angegebenen Protokoll durchgefuhrt. Die
verwendeten Primer sind in Tabelle 18 angegeben.

Tabelle 17: PCR-Protokoll zur Amplifikation der TRAIL-Promotorregion aus humanem

Lebergewebe.
Schritt Temperatur Zeitintervall
Priméare Aktivierung der Polymerase 95 °C 5 min
Denaturierung 95 °C 1 min
Primer Hybridisierung 60 °C 1 min 40 Zyklen
Elongation 72 °C 2 min
Finale Elongation 72 °C 10 min

Tabelle 18: PCR-Primer zur Amplifikation der TRAIL-Promotorregion aus humanem
Lebergewebe.

) Hybridisierungs-
Bezeichnung Sequenz PCR Produkt
temperatur
TP fwb cttgacctgaccccgagata
gaccld 929 2317 bp 60 °C
TP bw 1/4 cccacagagaaaggaagcag

2.2.6 Seguenzierung

Die Sequenzierung der TRAIL-Promotorregion erfolgte in vier Abschnitten mit den in
Tabelle 19 angegebenen Primern und wurde von der Firma MWG Operon

durchgefuhrt.

Tabelle 19: PCR-Primer zur Sequenzierung der TRAIL-Promotorregion aus humanem
Lebergewebe.

Bezeichnung Sequenz Hybridisierungstemperatur
TP fw3 tccactgccagaaactctga 60 °C
TP fw4 ggcatgttgtcttggtaggg 60 °C
TP fwb cttgacctgaccccgagata 60 °C
TP bw seq gctactgtgagggtgggaag 60 °C
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Nach erfolgreicher Sequenzierung wurden die vier Sequenzabschnitte der jeweiligen
Proben mittels Alignment (ApE: Another PLasmid Editor) zusammengefugt.

Die nachfolgende Sequenzanalyse erfolgte in silico mittels multiplen Alignements
(BioEdit), und der Untersuchung von  Transkriptionsfaktorbindungsstellen
(TRANSFAC).

2.2.7 Electron Mobility Shift Assay (EMSA)

2.2.7.1 Isolation der Kernproteine

Fur die Extraktion der Kernproteine wurden Huh7 Zellen bis zu einer Konfluenz von ca.
90 % in 10 cm? Zellkulturschalen kultiviert. AnschlieRend erfolgte die Behandlung der
Zellen mit 500 IU/mL IFN-a oder 1000 U/mL IFN-y in Zellkulturmedium, zuséatzlich
wurden unbehandelte Huh7 Zellen als Kontrolle mitgefihrt. Nach 6 h Inkubation der
Zellen wurden diese mittels Trypsin-EDTA-L6sung abgeldst und durch 5 mindtige
Zentrifugation bei 500 xg geerntet. Die Isolation der Kernproteine erfolgte zunachst
durch die Resuspension des Zellpellets in kalter CER I-L6sung. Hierbei wurde das
Verhaltnis des Zellpelletvolumen zur CER I-: CER II-: NER-L6sung von 20:200:11:100
puL eingesetzt. AnschlieBend wurde die Suspension gevortext und 10v auf Eis
inkubiert. Nach der Zugabe der CER II-L6ésung wurde erneut gevortext, fir 1 min auf
Eis inkubiert, gevortext und die Suspension fir 5 min bei 13000 xg und 4 °C
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in kalter
NER-L6sung aufgenommen. Anschlieend erfolgte eine 40 minitige Resuspension
durch abwechselndes vortexen fur 15 Sekunden und 10 mindiitiger Inkubation auf Eis.
AbschlielRend wurde die Losung fur 10 min bei 13000 xg und 4 °C zentrifugiert und der

Uberstand bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.2.7.2 Electron mobility shift assay (EMSA).

Fur den EMSA wurden Einzelstrangoligonukleotide synthetisiert (MWG Operon), die
einen 49 bp langen Sequenzbereich umspannen mit der GATA-1"" oder GATA-1"°¢
Sequenzvariation in der Mitte der Sequenz. Zudem erfolgte die Markierung der
Einzelstrangoligonukleotide ~ mit  Biotin am 5“Ende. (GATA-1"":  5BIO-

cttaaatgtagactcatttacagaTagaaggcaagggcaggaagtgatg-3', reverse: 5'-
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catcacttcctgeccttgecttctAte tgtaaatgagtctacatttaag-3'; GATA-1": 5'BIO-
cttaaatgtagactcatttacagaCagaaggcaaggg caggaagtgatg-3', reverse: 5'-
catcacttcctgcccttgectictGtctgtaaatgagtctacatttaag-3').  Fir  die  Ausbildung  der
doppelstrangigen Sonden, erfolgte die Inkubation der markierten
Einzelstrangoligonukleotide mit komplementaren nicht markierten
Einzelstrangoligonukleotiden fir 10 min bei 100 °C unter anschlieRender langsamer
Abkihlung auf 4 °C.

Der EMSA wurde unter Verwendung von 100 fmol der entsprechenden Biotin-
markierten Sonden mit Hilfe des LightShift® Chemiluminescent EMSA Kit (Pierce)
durchgefuhrt. Dabei wurden die unter Tabelle 20 angegebenen Reaktionsbedingungen

verwendet.

Tabelle 20: Reaktionsbedingungen der EMSAs.

GATA-1""] GATA-1" | GATA-1""-Kernprotein | GATA-1"° - Kernprotein
ohne ohne ohne mit ohne mit
Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor
Binding buffer 2 2 2 2 2 2
DNA (10pM) 0 0 0 2 0 2
bio-DNA (50 nM) 2 2 2 2 2 2
Kernproteine 0 0 3 3 3 3
H20 16 16 13 11 13 11

Nach 20 minutiger Inkubation erfolgte die Zugabe von 5 uL des nicht-denaturierenden
Ladepuffers (LightShift® Chemiluminescent EMSA Kit) und die Auftragung von 20 pL
des Reaktionsansatzes auf ein 5% Mini-Protean TBE Gel (Biorad). Die SDS-Page
erfolgte bei 100 V fir ca. 1 h mit Hilfe des Mini-PROTEIN®Tetra Cell Systems (Biorad).
Parallel erfolgte die Aktivierung der Membran (Biorad) in 0.5x TBE (Gibco) fur 15 min.
Der Transfer erfolgte mit Hilfe des TransBlot®Turbo™-System bei 25 V und 1,5 A fiir
7 min. AnschlieRend wurde die Membran durch Inkubation im UV-Licht fixiert (E-BOX
VX2 Geldokumentationssystem, PeqlLab). Fir die Blockierung der Membran erfolgte
eine 15 minutige Inkubation in Blocking Puffer (LightShift® Chemiluminescent EMSA
Kit) gefolgt von der Inkubation mit dem Stabilized Streptavidin-Horseradish Peroxidase
Konjugat (LightShift® Chemiluminescent EMSA Kit) mit einer Verdiinnung von 1:1000
in Blocking Puffer. AnschlieBend wurden die Membranen unter Verwendung des
Waschpuffers (LightShift® Chemiluminescent EMSA Kit) viermal gewaschen und in

Equilibrierungspuffer fir 15 min inkubiert. Die Detektion erfolgte mittels Amersham ECL
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Primer Western Blotting detection Reagent (Pierce) am Fusion FX-advanced (Vilber

Lourmat).

2.2.8 Isolation und Analyse von Proteinen

2.2.8.1 Gesamt-Protein-Isolation aus der Zellkultur

Nach dem Entfernen des Mediums und dem Waschen der Zellen mit kalten PBS,
wurden die Zellen mit 50 pL kaltem RIPA-Puffer pro 9,6 cm? Kulturflache lysiert und
anschlie3end fur 10 min auf Eis inkubiert. Die adharenten Zellen wurden mit Hilfe eines
Zellschabers vom Boden der Kulturflache abgel6st, in ein Reaktionsgefal Gberfihrt
und fur weitere 10 min auf Eis inkubiert. Dann wurden die Zelllysate fir 5 min bei
3500 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches Reaktionsgefar

Uberflhrt und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.2.8.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Bicinchoninsaure- (BCA)
Assay. Zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge wurden die Zelllysate (2.2.8.1) auf
Eis aufgetaut. Weiterhin wurde eine Konzentrationsreihe mit BSA (0 mg/mL,
0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 1,5 mg/mL und 2 mg/mL) aus einer 10 mg/mL BSA-Stockldsung
(in ddH,0) hergestellit.

Das Reaktionsgemisch wurde wie nach Herstellerangaben durch Zugabe von einem
Teil Reaktionslésung B zu 50 Teilen Reaktionslésung A erzeugt und zu jeweils 200 pL
pro Vertiefung einer 96er-Lochplatte verteilt. Dann wurden 2 pL Zelllysat + 8 pL ddH,O
bzw. 10 pL der BSA Konzentrationsreihe hinzu gegeben und der Assay fir 30 min bei
37 °C inkubiert. Anschlie3end wurde die Absorption bei 526 nm gemessen und anhand
der Absorptionen der Konzentrationsreihe eine Standardrgerade berechnet. Die
Kalkulation der Probenkonzentration erfolgte durch Einsetzen der Absorptionswerte

nach Einbeziehung des Verdinnungsfaktors in die Gleichung.
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2.2.8.3 SDS-Page und Westernblot

In der Polyacrylamid-Elektrophorese (PAGE) erfolgt eine Auftrennung der Proteine
nach ihrer Grole in einem Polyacrylamidgel. Dies erfolgt zun&chst durch die
Anlagerung von Natriumdodecylsulfat (SDS) an das Proteinriickgrat proportional zur
Anzahl der Peptidbindungen. Auf diese Weise wird die proteineigene Polaritét
Uberdeckt und die Proteine wandern im elektrischen Feld proportional zu ihrer GroR3e
zur Anode (Weber and Osborn, 1969).

Fur die SDS-Page wurden 30 pg des Zelllysates eingesetzt und mit Probenpuffer
(Lane Marker Sample buffer) fir 5 min bei 95 °C denaturiert. Anschliel3end wurden die
Proben sowie die verwendeten GrofRRenstandards (MagicMark, Page Ruler) in die
Taschen der Gele (Mini-Protein-TGX precast Gels, Biorad) geladen. Die
Elektrophorese erfolgte bei 150 V fir 60 min in TGS-Puffer im Mini-PROTEIN®Tetra
Cell System (Biorad).

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden anschlieend auf eine PVDF-
Membran Uberfuhrt. Hierbei wurde das “"semi-dry" Verfahren mit dem
TransBlot®Turbo™-System mit den entsprechenden TransBlot®Turbo™Midi PVDF
Transferpacks (Biorad) nach Herstellerangaben angewendet. Der Transfer erfolgte bei
2,5 Ampere fur 7 min.

AnschlieBend wurden die Membranen fir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit
Milchpulver geblockt (5% Milchpulver in TBST), um die Entstehung unspezifischer
Bindungen der Antikérper an die Membran zu minimieren. Die Inkubation der Membran
mit den primaren Antikérpern erfolgte mit den unter 0 angegeben Verdinnungen in
BSA-Losung (5% BSA in TBST) uber Nacht bei 4 °C. Anschlielend wurde die
Membran dreimal fur 15 min mit TBST gewaschen und fur 1 Stunde mit dem
Sekundarantikorper in BSA-Lésung (5 % BSA in TBST) bei Raumtemperatur inkubiert
und dreimal fir 15 min mit TBST gewaschen. Die Detektion erfolgte mittels Amersham
ECL™-Westernblotting Detection Reagent (GE Healthcare) nach Herstellerangaben.
Fur die Detektion der Beladungskontrolle B-Aktin erfolgte die Inkubation der Membran
mit der unter Tabelle 7 angegebenen Verdiinnung des Antikdrpers in BSA-LAsung fur

30 min bei Raumtemperatur gefolgt von der Detektion.
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2.2.9 Klonierung

2.2.9.1 Klonierung der vollstandigen TRAIL-Promotorregion aus verschiedenen

Hepatomzelllinien

Zunachst erfolgte die Klonierung von Reportergenkonstrukten mit der TRAIL-
Promotorregion aus den Hepatomzelllinien HepG2 und Huh7. Hierfir wurde zunachst
die TRAIL-Promotorregion aus genomischer DNA der Zelllinien amplifiziert, die
verwendeten Primer sind in Tabelle 21 aufgefuhrt. Die PCR erfolgte nach dem in
Tabelle 22 angegebenen Protokoll.

Tabelle 21: PCR-Primer zur Klonierung der TRAIL-Promotorregion aus Hepatomzelllinien.

. Hybridisierungs-
Bezeichnung Sequenz PCR Produkt
temperatur
TP fw Kpnl cgcggtacccggttatcctactcatctttc
p. 9c9c09 % 1825 bp 60 °C
TP bw Hindlll gcgcaagctttcctgtcagagtctgactge

Tabelle 22: PCR-Protokoll zur Klonierung der TRAIL-Promotorregion aus
Hepatomzelllinien.

Schritt Temperatur Zeitintervall

Primére Aktivierung der Polymerase 95 °C 5 min

Denaturierung 95 °C 1 min

Primer Annealing 60 °C 30 sec 40 Zyklen
Elongation 72 °C 1 min

Finale Elongation 72 °C 10 min

Die Aufreinigung der PCR Produkte erfolgte mittels QlAquick PCR Purification Kit
(Qiagen). Fur den nachfolgenden Restriktionsverdau wurden 200 ng des
aufgereinigten PCR-Produktes mit je 1 pL der Restriktionsenzyme Kpnl und Hindlll
sowie 2 pL des FasDigest Buffers in einem Gesamtvolumen von 30 pL geschnitten.
Die Reaktion wurde bei 37 °C fir 30 min durchgefuhrt. Nach anschlieRender
Hitzeinaktivierung der Enzyme bei 80 °C fir 5 min erfolgte erneut eine Aufreinigung
(QIAquick PCR-Purification Kit).

Der Restriktionsverdau des Zielvektors pGL3 Basic (Promega) erfolgte ebenfalls bei
37 °C. Hierbei wurde 1 pg des Plasmids mit jeweils 1 pL der Restriktionsenzyme (Kpnl
und Hindlll), 1 pL Alkalischer Phosphatase und 2 pL FasDigest Buffers in einem

Gesamtvolumen von 20puL far 60 min inkubiert. Nach anschliel3ender
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Hitzeinaktivierung der Enzyme bei 80 °C fur 20 min wurde erneut eine Aufreinigung
(QIAquick PCR-Purification Kit) durchgefuhrt.

Die Ligation der TRAIL-Promotorregionen in den Zielvektor pGL3Basic erfolgte mittels
T4 DNA Ligase. Hierbei wurden 200 ng des linearisierten und dephosphorilierten pGL3
Basic Vektor mit dem funffachen an Insert (molares Verhaltnis 5:1 zum Vektor), 2 pL
T4 DNA Ligase Puffer und 1 U T4 DNA Ligase Uber Nacht in einem Gesamtvolumen
von 20 pL bei 4 °C inkubiert und bis zur Transformation in E. coli bei -20 °C gelagert.

2.2.9.2 Einfuihrung einer Punktmutation in die TRAIL-Promotorregion

Die GATA-1"¢ Sequenzvariation wurde mittels gerichteter Punktmutagenese in den
TRAIL-Promotor eingefiihrt. Dies erfolgte mit dem Phusion Site-direkted Mutagenesis
Kit (Thermo Scientific). Als Templat diente der pGL3 Basic Vector mit der Promotor
Region von TRAIL aus Huh7 Zellen. Die PCR erfolgte nach Herstellerangaben mit 5 ng
Templat, 0,5 uM Primern, 200 uM dNTPs und einer Polymeraseaktivitat von 0,02 U/mL
mit dem in Tabelle 23 beschriebenen Protokoll. Die fir diese Reaktion verwendeten

Primer sind in Tabelle 24 angegeben.

Tabelle 23: PCR-Protokoll fur Erstellung von Punktmutationen innerhalb der TRAIL-
Promotorregion.

Schritt Temperatur Zeitintervall

Primére Aktivierung der Polymerase 98 °C 1 min

Denaturierung 98 °C 30 sec

Primer Annealing 66 °C 1 min 25 Zyklen
Elongation 72 °C 3 min

Finale Elongation 72 °C 10 min

Tabelle 24: PCR-Primer Einfuhrung einer Punktmutation in die GATA-1 Bindungsstelle
innerhalb der TRAIL-Promotorregion.

] Hybridisierungs-
Bezeichnung Sequenz
temperatur
M-TP GATA fw 5'-PHO-aggaagtgatggtgaccagc 60 °C
M-TP GATA-1 bw 5'-PHO-gcccttgcctictgtctgtaaatgag 60 °C

Die Zirkulation des linearen PCR-Produktes erfolgte direkt im Anschluss an die PCR-
Reaktion mittel Quick T4 DNA Ligase (Phusion Site-direkted Mutagenesis Kit). Hierzu
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wurden 5 pL des PCR-Produktes eingesetzt und die Reaktion nach Herstellerangaben
durchgefihrt.

2.2.9.3 Erstellung von Reportergenkonstrukten mit repetitiven GATA-1"" bzw.,

GATA-1"° Sequenzvariation

Fir die Klonierung der Reportergenkonstrukten mit repetitiver GATA-1"" bzw. GATA-
1"¢ Sequenzvariation wurden synthetische DNA-Fragmente verwendet (Anhang 5), die
in den pGL3 Basic Vektor eingefihrt wurden. Die Synthese der beiden Inserts wurde
von der Firma Invitrogen durchgefuhrt. Die unter Anhang 5 gezeigten Sequenzen
wurden in dem Vektor pMA-RQ zu Verfugung gestellt (Anhang 4). Durch die
Flankierung der Inserts mit Bindungsstellen fir die Restriktionsenzyme Kpnl und
Hindlll konnten die Inserts aus den Plasmiden isoliert werden. Hierfir wurde zunachst
1 pg des jeweiligen Plasmids mit 1 pL der Restriktionsenzyme Kpnl und Hindlll und
2 pL des FasDigest Buffers in einem Gesamtvolumen von 30 pL geschnitten. Dies
erfolgte bei 37 °C fur 30 min. Nach anschlie3ender Hitzeinaktivierung der Enzyme bei
80 °C fur 5 min folgte eine Aufreinigung der Inserts mittels Agarosegelelektrophorese
und anschlieBender Gelextraktion (Qiaquick Gel Ectraction Kit). Die Ligation in den
pGL3 Basic Vektor wurde, wie bereits unter 2.2.9.1 beschrieben, mittels T4 DNA

Ligase erreicht.

2.2.10 Transformation in Escherichia coli (E. coli)

Die Transformation der Ligationsreaktion erfolgte in den Laborstamm E. coli K12
JM109. Hierfur wurden zundchst 50 pL Aliquots der kompetenten Zellen auf Eis
aufgetaut und anschlieRend mit 5 pL der jeweiligen Ligationsanséatze vermischt und fur
20 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein 45 sekindiger Hitzeschock bei 37 °C. Nach
5 minutiger Inkubation auf Eis, wurden 500 pL auf Raumtemperatur gebrachtes S.O.C.
Medium zu den Zellen gegeben und diese fir 60 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen bei 10000 rpm fur 3 min pelletiert, das Uberschiissige Medium
abgenommen und die Zellen erneut in 50 pL S.0.C. Medium aufgenommen und
resuspendiert. Die Zellen wurden auf LB-Agar mit Ampicillin (100 pg/mL) ausgestrichen
und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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2.2.11 Plasmidisolierung

Nach erfolgreicher Transformation wurden einzelne Kolonien gepickt und in 5 mL LB-
Medium (100 pg/mL Ampicillin) Gber Nacht bei 37 °C Inkubiert. AnschlieRend wurden
die Zellen bei 4000 rpm fir 10 min pelletiert und das Medium abgenommen. Die
Plasmidisolierung wurde mit Hilfe des Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) nach
Herstellerangaben durchgefuhrt.

Die Uberprifung der isolierten Plasmide erfolgte mittels Sequenzierung. Die
Sequenzierung erfolgte im DNA-Sequenzierservice des Institutes fir Humangenetik
des Universitatsklinikums Essen mit den unten angegebenen Primern (Tabelle 25).

Tabelle 25: Sequenzierprimer fiir den pGL3 Basic Vektor.

Plasmid Sequenzierprimer Sequenz
pGL3 Basic | RVprimer3 ctagcaaaataggctgtccc
pGL3 Basic GLprimer2 ctttatgtttttggcgtcttcca

2.2.12 Mikroarrays

Fur die Genexpressionsanalyse aus murinem Lebergewebe erfolgte die Isolation der
MRNA bzw. miRNA mit dem unter 2.2.4.2 beschrieben Protokoll. Anschliel3end wurden
die Proben fur den Affimetrix® miRNA 3.1 Array Plate (Affimetrix) bzw. GeneChip® HT
MG-430 PM Array Plate (Affimetrix) mittels 3' IVT Express Kit und GeneTitan™
Hybridization, Wash, and Stain Kit for 3' IVT Arrays (Affimetrix) nach Herstellerangaben
vorbereitet. Fur die Hybridisierung wurden die GeneTitan® Wash Buffers A and B
Module (Affimetrix) verwendet. Die Analyse erfolgte im GeneTitan® Instrument
(Affimetrix). Alle Reaktionsschritte nach der Isolation der Nukleinsduren wurden von

Herrn Dr. Martin Trippler und Frau Sabrina Driftmann durchgefuhrt.
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2.2.13 Statistik

2.2.13.1 Statistische Auswertung der Patientendaten

Die numerischen Patientendaten (Genexpression, Laborparameter) sind als Median
mit Minimum und Maximum angegeben sowie graphisch als Median mit einem
95 %igem Koinzidenzintervall dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte im Falle des
Vergleiches von zwei Gruppen mittels ungepaartem zweiseitigem Student'schen T-
Test, unter Verwendung der Welch-Korrektur, zur Einbeziehung unterschiedlicher
Varianzen zwischen den Gruppen. Weiterhin wurde der Vergleich der Genexpression
zwischen Tumor- und tumorumgebenen Lebergewebe der HCC-Patienten mittels
gepaartem  zweiseitigen  Student'schen T-Test oder Mann-Withney-U-Test
durchgefiuhrt. Die Untersuchung von Unterschieden zwischen mehr als zwei Gruppen
wurde mittels zweifaktorieller ANOVA (analysis of variance) durchgefiihrt. Kategoriale
Variablen sind, wenn nicht anders erwahnt, als Anteile in Prozent angegeben. Hierbei
erfolgte die statistische Auswertung mittels x-Test, unter Verwendung der Pearson-
Naherung. Die Analyse des Mittleren- oder 10-Jahresitberlebens erfolgte mittels
Kaplan-Meier Uberlebenskurven, sowie dem Log-Rank-Test mit Welch- oder Mantel-
Cox-Korrektur bei dem Vergleich unterschiedlicher Gruppen. Die Hazard ratio wurde
mittels Cox-Regression bestimmt, wobei der P-Wert des Likelihood-Ratio-Tests zur
Definierung des Signifikanzniveaus herangezogen wurde. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels SPSS 19 Software (IBM SPSS), Die graphische Darstellung wurde mit
Hilfe der Programme SPSS 19 Software (IBM SPSS) und GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software) vorgenommen.

2.2.13.2 Statistische Auswertung der in vitro Analysen

Falls nicht anderweitig beschrieben, sind die Daten der in vitro Analysen als Mittelwert
+ SEM (standard error of the mean) oder Standardabweichung von drei unabh&ngigen
Untersuchungen angegeben. Hierbei wurden Unterschiede zwischen zwei Gruppen
mittels ungepaartem Student'schen T-Test unter Verwendung der Welch-Korrektur, zur
Einbeziehung unterschiedlicher Varianzen zwischen den Gruppen, ermittelt. Die
Untersuchungen von Unterschieden zwischen mehr als zwei Gruppen wurden mittels
zweifaktorieller ANOVA (analysis of variance) mit nicht-korrigierter Fischer-LSD
Analyse durchgefihrt. Die oben beschriebenen Analysen, wie auch deren graphische
Darstellung erfolgten mit Hilfe des Programmes GraphPad Prism 6.0 (GraphPad

Software).
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3 Ergebnisse

3.1 Die Rolle von TRAIL in der Hepatokarzinogenese

Teile der in diesem Abschnitt dargestellten Daten sind in der Publikation ,TRAIL
expression levels in human hepatocellular carcinoma have implications for tumor
growth, recurrence and survival.“ (Piras-Straub, K., Khairzada, K., Trippler, M., Baba,
H.A., Kaiser, G.M., Paul, A., Canbay, A., Weber, F., Gerken, G., Herzer, K., 2015. Int.
J. Cancer J. Int. Cancer 136, E154—160. doi:10.1002/ijc.29139) veroffentlicht.

3.1.1 Die TRAIL-Genexpression in HCC-Patienten

Um die Frage zu klaren, ob ein Zusammenhang zwischen der TRAIL-Expression und
der Entstehung bzw. Entwicklung von HCC besteht, erfolgten Analyse der TRAIL-
MRNA-Expression aus dem HCC- oder Lebergewebe von 108 Patienten. Bei Patienten
mit HCC wurde neben dem Tumorgewebe (TT) auch das den Tumor umgebene nicht
tumordse Gewebe (TST) analysiert. In beiden Féllen wurde die TRAIL-mRNA-
Expression mit der aus Lebergewebe von Patienten die nicht an HCC erkrankten (NTL)

verglichen.

Die TRAIL-mRNA-Expression unterscheidet sich im TST nicht signifikant von der im
NTL (Abbildung 11), wohingegen eine signifikant (P < 0,0123) niedrigere TRAIL-
MRNA-Expression im Tumorgewebe (TT), im Vergleich zum Tumor umgebenen

Gewebe (TST), nachgewiesen werden konnte (Abbildung 11).
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Abbildung 11: TRAIL-mRNA-Expression in Leber- und Tumorgewebe aus HCC-Patienten,
sowie aus Lebergewebe von Patienten ohne HCC.

Die TRAIL-mRNA-Expression wurde mittels quantitativer real-time PCR untersucht und auf (-Aktin
normiert. Die TRAIL mMRNA-Expression ist als Boxplot mit 95 % Konfidenzintervall fiir Patienten ohne HCC
(NTL), dem Tumor umgebenen Lebergewebe (TST) und dem HCC-Gewebe (TT) von HCC-Patienten
angegeben. Die statistische Analyse erfolgte zwischen NTL und TST mittels ungepaartem Student'schen
T-Test und zwischen TST und TT mittels zweiseitigem gepaartem Student'schen T-Test mit einem
Signifikanzniveau von P < 0,05.
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Um zu prifen, ob die TRAIL-mRNA-Expression mit der dem HCC zu Grunde liegenden
Lebererkrankung in Zusammenhang steht, wurde die TRAIL-mRNA-Expression in allen
drei Gewebetypen (NTL, TST, TT) hinsichtlich der Atiologie separiert und differenziert
analysiert. Wie in Abbildung 12 dargestellt, ist die TRAIL-mRNA-Expression bei allen
Lebererkrankungen im Tumor deutlich niedriger als im umgebenen Gewebe. Patienten
mit NASH haben zudem ein signifikant (P < 0,012) hoheres TRAIL-mRNA-
Expressionslevel in Patienten ohne HCC (NTL) als in Patienten mit HCC (TST).
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Abbildung 12: TRAIL-mRNA-Expression in Leber- und Tumorgewebe aus HCC-Patienten,
sowie aus Lebergewebe von Patienten ohne HCC in Abhangigkeit von der
Lebererkrankung.

Die TRAIL-mRNA-Expression wurde mittels quantitativer real-time PCR untersucht und auf B-Aktin
normiert. Die TRAIL mRNA-Expression ist als Boxplot mit 95 % Konfidenzintervall fir Patienten ohne HCC
(NTL), dem Tumor umgebenen Lebergewebe (TST) und dem HCC-Gewebe (TT) von HCC-Patienten flir
die verschiedenen Lebererkrankungen (HCV: Hepatitis C; HBV: Hepatitis B; NASH: Nicht-alkolisch
induzierte Steatohepatitis; ASH: Alkoholisch induzierte Steatohepatitis; Sonstiges) angegeben.

Die Analyse der TRAIL-mRNA-Expression in Abhangigkeit von verschiedenen HCC-
spezifischen Parameter (Tumorstadium, Vorhandensein von Lymphknoten- bzw.
Fernmetastasen, der Invasion von Lymphgefd3en oder Venen, dem
Differenzierungsgrad des Tumors sowie des Resektionserfolges) ergibt einen
signifikanten Zusammenhang der TRAIL-mRNA-Expression mit dem Tumorstadium
des HCCs. Wie in Abbildung 13 dargestellt, ist die TRAIL-mRNA-Expression in
Tumoren mit fortgeschrittenem Tumorstadium signifikant (P < 0,006) niedriger als in
weniger weit fortgeschrittenen HCC-Tumoren. Es zeigte sich keine Korrelation der
TRAIL-mRNA-Expression mit den Leberwerten ALT, AST, GLDH, AP, CHE und

Bilirubin oder dem HCC spezifischen Tumormarker AFP (nicht gezeigt).
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Abbildung 13: mRNA Expression in Tumorgewebe in Abhéangigkeit des Tumorstadiums.
Die TRAIL-mRNA-Expression wurde mittels quantitativer real-time PCR untersucht und auf B-Aktin
normiert. Die TRAIL mRNA-Expression ist als Boxplot mit 95 % Konfidenzintervall fir Patienten mit
fortgeschrittenem Tumorstadium (pT 3/4) und weniger weit fortgeschrittenem Tumorstadium (pT 1/2)
dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem ungepaartem Student'schen T-Test
mit einem Signifikanzniveau von P < 0,05.

3.1.2 Der Einfluss von TRAIL auf die Migrationsfahigkeit von

Hepatomzellen

Um den Einfluss der TRAIL-Expression auf die Migrationsfahigkeit und die Fahigkeit
zur Kolonienbildung von Hepatomzellen ndher zu charakterisieren, erfolgte zunéchst
eine Verminderung der TRAIL-Expression mittels RNA-Interferenz (RNAI), was nach
48 h zu einer Reduktion der TRAIL-mRNA-Expression um 50 % fuhrte (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Reduktion der TRAIL-mRNA-Expression nach siRNA Behandlung.

Fold Change und Standardabweichung der TRAIL-mRNA-Expression nach 48 stundiger Behandlung der
Huh7-Zellen mit 25 nM unspezifischer (siCtrl) oder TRAIL-spezifischer (SiTRAIL) siRNA aus drei
unabhangigen Experimenten. Die Analyse der TRAIL-mRNA-Expression erfolgte mittels quantitativer real-
time PCR und wurde auf B-Aktin normiert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem
ungepaartem Student'schen T-Test mit einem Signifikanzniveau von P < 0,05.

Die Migrationsfahigkeit von Huh7-Zellen wurde in Abhangigkeit von der TRAIL-
Expression mittels Boyden-Chamber-Assay analysiert. Die Reduktion der TRAIL-
Expression fuhrte zu einer signifikanten Erhéhung der Migrationsfahigkeit. Huh7-Zellen
mit verminderter TRAIL-Expression (SiTRAIL) zeigen, im Vergleich zu Huh7-Zellen mit
normaler TRAIL-Expression (siCtrl), eine 2-fach hohere Migrationsfahigkeit (Abbildung
15).
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Abbildung 15: Migrationsfahigkeit von Hepatomzellen in Abhangigkeit von der TRAIL-
Expression.

(Links) Zellmigration von Huh7-Zellen nach 24 stiindiger Inkubation im Boyden-Chamber-Assay bei
vorheriger Behandlung der Zellen mit 25 nM TRAIL-spezifischer siRNA (1: siTRAIL) oder unspezifischer
siRNA (2: siCtrl). (Rechts) Fold Change und Standardabweichung der Migrationsfahigkeit von Huh7-Zellen
nach 48 stiindiger Behandlung mit 25 nM unspezifischer (1, siCtrl) oder TRAIL-spezifischer (2: siTRAIL)
siRNA mit anschlieBend 24 h Inkubation im Boyden-Chamber-Assay aus zwei unabhédngigen
Experimenten. Die Quantifizierung der migrierten Zellen erfolgte durch Auszéhlung der mit Kristallviolett
gefarbten Zellen im Lichtmikroskop. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem
ungepaartem Student'schen T-Test und einem Signifikanzniveau von P < 0,05.

Auch die Fahigkeit zur Kolonienbildung der Huh7-Zellen steigt bei verminderter TRAIL-
Expression signifikant an. Huh7-Zellen mit reduzierter TRAIL-Expression (SiTRAIL)
zeigten eine um das 2-fache hohere Anzahl an Kolonien im Soft-Agar als Huh7-Zellen
mit normaler TRAIL-Expression (siCtrl) (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Fahigkeit zur Kolonienbildung von Hepatomzellen in Abhéangigkeit von der
TRAIL-Expression.
(Links) Koloniebildung von Huh7-Zellen nach 21 tégiger Inkubation im Soft-Agar-Assay bei vorheriger
Behandlung der Zellen mit 25 nM TRAIL-spezifischer siRNA (1: siTRAIL) oder unspezifischer siRNA (2:
siCtrl). (Rechts) Fold Change und Standardabweichung der Fahigkeit zur Kolonienbildung von Huh7-
Zellen nach 48 stiindiger Behandlung mit 25 nM siCtrl oder siTRAIL nach 21 tégiger Inkubation im Soft-
Agar-Assay aus zwei unabhéngigen Experimenten (B). Die Quantifizierung der Kolonien erfolgte durch
mikroskopische Auszahlung nach Kristallviolett-Farbung. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
zweiseitigem ungepaartem Student'schen T-Test und einem Signifikanzniveau von P < 0,05.
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3.1.3 TRAIL als mdglicher Pradiktor fur das Tumorwachstum, die
Rekurrenz und das Uberleben von HCC-Patienten

Zur Beantwortung der Frage, ob die TRAIL-mRNA-Expression eine Vorhersage des
post-operativen Outcomes der Patienten erlaubt, wurden die HCC-Rekurrenz und das
mediane Uberleben analysiert. Wie in Abbildung 17 dargestellt, zeigt sich, dass die
TRAIL-mRNA-Expression in Tumoren die im post-operativen Verlauf Rekurrenzen
ausbildeten deutlich geringer ist, als in solchen die nach der Transplantation bzw.

Resektion tumorfrei blieben.
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Abbildung 17: mRNA Expression in Tumorgewebe in Abhéangigkeit von der
Tumorrekurrenz.

Die TRAIL-mRNA-Expression im HCC-Gewebe wurde mittels quantitativer real-time PCR untersucht und
auf B-Aktin normiert. Die TRAIL mRNA-Expression ist als Boxplot ist mit 95 % Konfidenzintervall fur
Patienten mit post-operativ auftretender HCC-Rekurrenz und Patienten die Tumor frei blieben dargestellt.

Um den pradiktiven Wert der TRAIL-mRNA-Expression fir das Uberleben der
Patienten untersuchen zu kénnen, wurde zwischen Patienten unterschieden, die eine
niedrigere TRAIL-mRNA-Expression im Tumor als im Tumor umgebenen Gewebe
aufwiesen und solchen, deren TRAIL-Expression im Tumor nicht verringert war.
Kaplan-Meier-Uberlebens Analysen (Abbildung 18) zeigten, dass Patienten bei
verringerter TRAIL-mRNA-Expression im Tumor ein generell schlechteres post-
operatives Uberleben zeigten als bei normaler bzw. erhéhter TRAIL-mRNA-Expression

im Tumor.
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Abbildung 18: 5-Jahres Uberleben von Patienten mit verringerter und nicht verringerter
TRAIL-mRNA-Expression im Tumor.

Kaplan-Meier-Uberlebens-Kurven von Patienten mit verringerter TRAIL-mRNA im Tumor als im Tumor
umgebenen Gewebe (TT < TST) und Patienten mit gleichbleibender oder héherer TRAIL-mRNA-
Expression im Tumor als im Tumor umgebenen Gewebe (TT = TST). Die statistische Analyse erfolgte
mittels Log-rank-Test mit Welch-Korrektur, wobei ein Signifikanzniveau von P < 0,05 als statistisch
signifikant beurteilt wurde.

Die TRAIL-Expression ist also in einem groRen Anteil der Patienten im HCC-
Tumorgewebe vermindert, was einen Einfluss auf das Wachstum und die post-

operative Tumorrekurrenz des HCCs zu haben scheint.

3.2 Regulation der TRAIL-Genexpression

3.2.1 In silico Analysen der TRAIL-Promotorsequenz aus HCC-Patienten

Um die Ursache der unter 3.1 beschriebenen verringerten TRAIL-Expression im HCC
zu identifizieren, erfolgten Sequenzanalysen des humanen TRAIL-Promotors aus
humanem HCC-Gewebe. Hierfir wurde der TRAIL-Promotor zunachst aus
genomischer DNA der Leber mittels PCR amplifiziert und anschlieBend im Bereich von
-1717 bis -1, ausgehend vom Transkriptionsstartpunkt vollstandig sequenziert. Dabei
wurde das Tumorgewebe (TT) von 87 sowie das Tumor umgebene Gewebe (TST) von
48 HCC-Patienten verwendet. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit der
veroffentlichten TRAIL-Promotorsequenz verglichen und hinsichtlich auftretender
Sequenzvariationen untersucht (Abbildung 9, Anhang 3). Zu Beginn der in silico
Analysen erfolgte eine  vollstandigen Erfassung aller  mutmallichen
Transkriptionsfaktorbindungsstellen im Bereich der TRAIL-Promotorsequenz zwischen
-1717 bis -1, ausgehend vom Transkriptionsstartpunkt mittels PROMO und
TRANSFAC 8.3 (Farré et al., 2003; Messeguer et al., 2002), hierfur wurde die im Jahr

2012 veroffentlichte Sequenz des humanen TRAIL-Promotors zu Grunde gelegt,
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welche in Anhang 3 aufgefuihrt ist. Es wurden insgesamt 684 mutmalliche
Transkriptionsfaktorbindungsstellen von insgesamt 77 verschiedenen humanen
Transkriptionsfaktoren identifiziert, welche in Anhang 6 tabellarisch aufgefuhrt sind. Auf
Grund dieser Komplexitat erfolgte die eigentliche Sequenzanalyse in drei
Teilabschnitten.

Zunachst wurden paarweisen Alignments aller Sequenzen mit der verdffentlichten
TRAIL-Promotorsequenz vorgenommen (Flicek et al., 2012), sodass alle auftretenden
Sequenzverédnderungen einzeln erfasst werden konnten. Ein beispielhaftes Alignment
ist in Abbildung 19 dargestellt und zeigt Sequenzvariationen an drei Positionen des
TRAIL-Promotors auf. Die erste Sequenzvariation an Position -1453 (ausgehend vom
Transkriptionsstarpunkt) des TRAIL-Promotors zeigt eine Variation zwischen den
Nukleobasen Thymin oder Cytosin. Die zweite Sequenzvariation befindet sich an
Position -1136 und beinhaltet die Nukleobasen Adenin oder Guanin und die dritte
Sequenzvariation an Position -966 des TRAIL-Promotors zeigt die Nukleobasen

Adenin oder Cytosin (Abbildung 19, schwarze Umrandung).

66" TAGTGTTAGETTCACATARTG! CTTTTAGT CCT TI6TC TTTGCATTT: TTTGGCAATTTGACAGAGGCARATTTAARATTT
JGBGHHHHH\\HHHHHHHHHHIHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHIHHHHHHHHHHHHHHH\\HHHHHHHHHHIHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHIHHHHHH
AGTGTIAGSTICACATA] CCT C
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Abbildung 19: Beispielhaftes Alignment der humanen TRAIL-Promotorsequenz.

Alignment der Sequenz des humanen TRAIL-Promotors aus dem Tumorgewebe eines HCC-Patienten
(untere Sequenz) mit der verdffentlichten Sequenz (oben) zur Veranschaulichung der gefundenen
Sequenzinhomogenitaten. Kasten 1: Sequenzvariation zwischen Thymin und Cytosin an Position -1453;
Kasten 2: Sequenzvariation zwischen Adenin und Guanin an Position -1136; Kasten 3: Sequenzvariation
zwischen Adenin und Cytosin an Position -966 ausgehend vom Transkriptionsstartpunkt des humanen
TRAIL-Promotors. Das Alignment wurde mit Hilfe des Computerprogrammes ApE durchgefuhrt.
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Im zweiten Schritt der Sequenzanalyse wurden multiple Alignments durchgefiihrt, die
es ermdglichten alle Sequenzen parallel miteinander zu vergleichen, um die Frequenz

der identifizierten Sequenzvariationen zu ermitteln.

In Abbildung 20 sind die multiplen Alignments von 20 TT-Sequenzen exemplarisch fir
die Sequenzabschnitte in den Bereichen der oben beschriebenen Sequenzvariationen
dargestellt. Es zeigt sich, dass alle drei beobachteten Sequenzvariationen mit einer
haufigen Frequenz sowohl in den TT- als auch den TST-Sequenzen zu beobachten
sind. Fir die erste zu beobachtenden Sequenzvariation -1453T/C ist fur 69 % der
Sequenzen an Position -1453 ein Thymin und fur 31 % der Sequenzen ein Cytosin an
dieser Position zu beobachten (Abbildung 20 A). Hinsichtlich der Sequenzvariation -
1136A/G an Position -1136 zeigt sich in 57 % der Falle ein Adenin wohin gegen 43 %
der Falle ein Guanin an dieser Position aufweisen (Abbildung 20 B). Bei der dritten zu
beobachtenden Sequenzvariation -966A/C zeigt sich ein Anteil von 80 % mit Adenin
und 20 % mit Cytosin an Position -966 (Abbildung 20 C) des humanen TRAIL-

Promotors.
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Abbildung 20: Multiple Alignments von 20 TT-Sequenzen.

Die multiplen Alignments der 20 TT-Sequenzen wurden fur die drei Sequenzvariationen einzeln
durchgefiihrt. Hierbei wurden 100 bp lange Abschnitte der TRAIL-Promotorregion mit der beobachteten
Sequenzvariation von 20 TT-Geweben miteinander verglichen. (A) Multiples Alignment des TRAIL-
Promotorabschnittes mit der Sequenzvariation zwischen T und C an Position -1453 (B) Multiples
Alignment des TRAIL-Promotorabschnittes mit der Sequenzvariation zwischen A und G an Position -1136.
(C) Multiples Alignment des TRAIL-Promotorabschnittes mit der Sequenzvariation zwischen A und C an
Position -966 ausgehend vom Transkriptionsstartpunkt des humanen TRAIL-Promotors. Zur besseren
Veranschaulichung sind die Nukleobasen farblich wie folgt markiert: A: grin; T: rot; G: schwarz; C: blau.
Die paarweisen Alignments wurden mit Hilfe des Computerprogrammes BioEdit durchgefiihrt.

Im dritten und letzten Schritt der in silico Analyse wurden die Sequenzbereiche mit
identifizierten Sequenzvariationen zunachst auf ihre Eindeutigkeit untersucht und
anschlieBend erneut mittels PROMO und TRANSFAC 8.3 (Farré et al., 2003;
Messeguer et al., 2002) analysiert, um den Einfluss der Sequenzvariationen auf das

Vorhandensein von Transkriptionsfaktorbindungsstellen zu untersuchen.
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Die Chromatogramme (Abbildung 21) der Sequenzen zeigten fur alle drei
Sequenzvariationen eindeutige Unterschiede an der identifizierten
Nukleobasenposition, die nicht auf heterozygote Allel-Verteilungen zurlckzufiihren
sind. Wahrend das Chromatogramm im Bereich der ersten Sequenzvariation eindeutig
zeigt, dass in einigen Patienten die Nukleobase Thymin an Position -1453 (Abbildung
21 A) vorkommt, zeigen andere Patienten (Abbildung 21 B) die Nukleobase Cytosin an
dieser Position. Auch fur die Sequenzen im Bereich der zweiten und dritten
Sequenzvariationen  zeigen sich  eindeutige Unterschiede zwischen den
Chromatogrammen der Sequenzen mit der Nukleobase Adenin oder Guanin an
Position -1136 (Abbildung 21 C/D) bzw. der Nukleobase Adenin oder Cytosin an
Position -966 (Abbildung 21 E/F).

A 1 B 1

TAGACTCATTTACAGATAJAAGGCAAGGGCA TAGACTCATTTACHGACABPAAGGCAAGGGCA

A w‘ﬂ ‘\“{U M il (\ I
L fU L._/}\ ALY 'uM\l i’\-;‘fl

Abbildung 21: Chromatogramme der detektierten Sequenzvariationen.

Exemplarische Darstellung der Chromatogramme der drei Sequenzvariationen mit der haufiger
auftretenden (links: A, C, E) und der weniger haufig auftretenden Nukleobase (rechts: B, D, F) an der
entsprechenden Position. (A/B) Exemplarische Darstellung der ersten Sequenzvariation (schwarzer
Kasten 1) zwischen T und C an Position -1453. (C/D) Exemplarische Darstellung der zweiten
Sequenzvariation (schwarzer Kasten 2) zwischen A und G an Position -1136. (E/F) Exemplarische
Darstellung der dritten Sequenzvariation (schwarzer Kasten 3) zwischen A und C an Position -966. Die
Chromatogramme wurden mit Hilfe des Computerprogrammes BioEdit dargestellt.
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Nachfolgend wurden 150 bp lange Abschnitte, im Bereich der detektierten
Sequenzvariationen, mit beiden zu beobachtenden Nukleotiden mittels PROMO und
TRANSFAC 8.3 (Farré et al., 2003; Messeguer et al., 2002) analysiert, um den Einfluss
der  Sequenzvariationen auf mogliche  Transkriptionsfaktorbindungsstellen

auszuarbeiten.

Die Analyse der TRAIL-Promotorsequenz im Bereich der ersten detektierten
Sequenzvariation zeigte bei den Sequenzen mit einem Thymin an Position -1453 des
TRAIL-Promotors eine Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor GATA-1 auf, die in
den Sequenzen mit einem Cytosin an dieser Position nicht vorhanden ist. Weiterhin
zeigte sich, bei einem Adenin an Position -1136 des humanen TRAIL-Promotors, eine
Bindungsstelle fir den humanen Transkriptionsfaktor HOXD9/10, die bei einem Guanin
an dieser Position nicht zu detektieren ist. Die Analyse des TRAIL-Promotors im
Bereich der dritten detektierten Sequenzvariation zeigte weder bei den Sequenzen mit
einem Adenin noch bei den Sequenzen mit einem Cytosin an Position -966 eine
Bindungsstelle fir einen humanen Transkriptionsfaktor auf, sodass diese
Sequenzvariation im Verlauf der nachfolgenden Untersuchungen nicht naher
charakterisiert wurde. Die hier beschriebenen Ergebnisse sind in Tabelle 26

Zusammen gefasst.

Tabelle 26: Zusammenfassung der beschriebenen Sequenzvariationen.

Nukleobase 1 Nukleobase 2
Sequenz- o . o o
o Position Bezeichnung Transkriptions- Transkriptions
variation Sequenz Sequenz
faktor -faktor
-1453 GATA-1™ GATA GATA-1 GACA
-1136 HOXD9/10%¢ TAC HOXD9/10 TGC
-966 -966"¢ AAAAT - ACAAT

3.2.2 Korrelation zwischen den Sequenzvariationen und der TRAIL-
Genexpression in HCC-Patienten

Um festzustellen, ob die zuvor ermittelten Sequenzvariationen im humanen TRAIL-
Promotor Unterschiede in der TRAIL-mRNA-Expression nach sich ziehen, wurden die
TRAIL-mRNA-Expression in HCC-Patienten mit den detektierten Sequenzvariationen
korreliert. Hierbei wurde sowohl der Einfluss der Sequenzvariation an Position -1453

innerhalb der GATA-1 Bindungsstelle, als auch der Einfluss der Sequenzvariation
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innerhalb der HOXD9/10 Bindungsstelle an Position -1136 auf die TRAIL-Expression
analysiert (Tabelle 27).

Tabelle 27: TRAIL-mRNA-Expression in Gewebe von HCC-Patienten in Abh&ngigkeit von
der Sequenz an Position -1453 bzw. an Position -1136 des humanen TRAIL-Promotors.
Die TRAIL-mRNA-Expression in Gewebe mit der jeweiligen Sequenzvariation ist als Median mit dem
Bereich und der Anzahl der Patienten angegeben und wurde mittels quantitativer real-time PCR
untersucht und auf B-Aktin normiert. Zur Ermittlung der statistischen Signifikanz wurde der Mann-Withney-
U-Test mit einem Konfidenzintervall von 95 % und einem Signifikanzniveau von 0,05 verwendet.

TRAIL-mRNA-Expression TRAIL-mRNA-Expression N b
(Kopienzahl/B-Aktin) (Kopienzahl/B-Aktin) Bereich
GATA-1"" 1712 223-9823 34
TIC 0,045
GATA-1 1324 406-2396 15
HOXD9/10 1670 223-9823 28 0.347
HOXD9/10A/G 1351 320-3300 21 '

Der Vergleich der TRAIL-Expression in Abhangigkeit von der Nukleobase an Position -
1453 innerhalb der GATA-1 Bindungsstelle des TRAIL-Promotors zeigt, dass Patienten
mit einem Thymin an dieser Position und somit einer intakten GATA-1 Bindungsstelle,
eine signifikant hohere TRAIL-mRNA-Expression aufweisen als Patienten, die auf
Grund eines Cytosin an dieser Position nicht Uber eine GATA-1 Bindungsstelle
verfligen (Tabelle 27, Abbildung 22).

c
o
% ~ 750017
»n £ p <0.05
o T
a _
X 250007
' ey
< ®©
e N
@ g 25001
()
€ & I
= 2 I ;'
< = 0 T T
o TIC
- GATA-1 GATA-1

Abbildung 22: TRAIL-mRNA-Expression in Gewebe von HCC-Patienten in Abhangigkeit
von der Sequenz an Position -1453 des humanen TRAIL Promotor.

Die TRAIL-mRNA-Expression im HCC-Gewebe wurde mittels quantitativer real-time PCR untersucht und
auf B-Aktin normiert. Die TRAIL-mRNA-Expression ist als Boxplot mit 95 % Konfidenzintervall fir Patienten
mit intakter und defekter GATA-1 Bindungsstelle durch die Sequenzvariation -1453T/C an Position -1453
des humanen TRAIL-Promoters dargestellt. Die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mittels
Mann-Withney-U-Test und Einbeziehung des Signifikanzniveaus von P < 0,05.

Die weiterfiihrende Analyse zeigt, dass der Verlust der GATA-1 Bindungsstelle im

humanen TRAIL-Promotor durch die GATA-1"¢ Sequenzvariation eine signifikante
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Korrelation zum Differenzierungsgrat des Tumors aufzeigt (Abbildung 23). Patienten
mit fortgeschrittenerem HCC zeigen eine schlechte Differenzierung und in diesem
Zusammenhang einen signifikant (P < 0,05) héheren Anteil an der deletierten GATA-1
Bindungsstelle (48 %) als Patienten mit gut differenzierten Tumor (14 %).
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Abbildung 23: Grading der HCC-Patienten in Abh&ngigkeit von der Sequenz der GATA-1
Bindungsstelle innerhalb des humanen TRAIL-Promotors.

Die Korrelation des Anteils an GATA-1"° Sequenzvariationen mit dem Tumorgrading ist dargestellt als der
Anteil der Patienten mit einer deletierten GATA-1 Bindungsstelle. Die Berechnung der statistischen
Signifikanz erfolgte mittels xz-Test mit Pearson-Né&herung und Einbeziehung des Signifikanzniveaus von P
<0,05.

Beim Vergleich der TRAIL-Expression in Abhangigkeit von der Nukleobase an Position
-1136 innerhalb der HOXD9/10 Bindungsstelle des TRAIL-Promotors, ergab sich kein
Zusammenhang (Tabelle 27). Die TRAIL-Expression in Patienten mit einem Adenin an
Position -1136 und somit einer intakten HOXD9/10 Bindungsstelle unterscheidet sich
nicht von der in Patienten, die wegen des Guanins an dieser Position nicht tber diese

Transkriptionsfaktorbindungsstelle verfiigen (Abbildung 24).
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Abbildung 24: TRAIL-mRNA-Expression in Gewebe von HCC-Patienten in Abhangigkeit
von der Sequenz an Position -1136 des humanen TRAIL-Promotors.

Die TRAIL-mRNA-Expression im HCC-Gewebe wurde mittels quantitativer real-time PCR untersucht und
auf B-Aktin normiert. Die TRAIL-mRNA-Expression ist als Boxplot mit 95 % Konfidenzintervall ist fiir
Patienten mit intakter und defekter HOXD9/10 Bindungsstelle durch die Sequenzvariation an Position -
1136 bp dargestellt. Die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mittels Mann-Withney-U-Test
und Einbeziehung des Signifikanzniveaus von P < 0,05.
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3.2.3 Der Einfluss der HOXD9/10 Bindungsstelle auf die Regulation der
TRAIL-Expression

Um zu untersuchen ob die in Patienten beobachteten Sequenzvariationen auch in
bekannten Hepatomzelllinien zu beobachten sind, erfolgte die Sequenzanalyse der
humanen Hepatomzelllinien Huh7 und HepG2.

Das Alignment der TRAIL-Promotorregionen (Abbildung 25) ergab fur beide Zelllinien
kaum Unterschiede innerhalb des untersuchten Sequenzbereiches. Sowohl Huh7
Zellen als auch HepG2 Zellen tragen an Position -1453 die Nukleobase Thymin,
weisen also eine intakte GATA-1 Bindungsstelle auf. Weiterhin befindet sich an
Position -966 fur beide Zelllinien, wie fur den Groldteil der HCC-Gewebe, die
Nukleobase Adenin. Im Bereich der HOXD9/10 Bindungsstelle an Position -1136
zeigten sich Zelllinien spezifische Unterschiede. In HepG2 Zellen ist eine intakte
HOXD9/10 Bindungsstelle mit dem Nukleotid Adenin an Position -1136 zu beobachten,
wahrend Huh7 Zellen mit einem Guanin an dieser Position nicht tUber eine solche
Transkriptionsfaktorbindungsstelle im TRAIL-Promotor verfiigen. Weiterhin zeigte sich,
dass im TRAIL-Promotor aus Huh7 Zellen ein 20 bp langes Segment innerhalb des
repetitiven GAAA-Bereiches (Position -546 - -564) fehlt.

1 GETTATCCTACTCATCTTTCACCTGATTT TCATTCAGICT TTAGAST TCARRTAGIGTTAGGT: TTTAGT TGCTACCTTGCCARTTIG]
[ e e N e e e N N e N N e NN R NN,
1 GETTATCCTACTCATCTTTCAGCTGATTT TCATTCAGICT TTAG2GT GIGTTAGE: TTTAGT TGCTAC T

2 TATTTICTTARATGTAGACTCATTT T GAT TGART TAGGET TTTAGETTTCAAAGGATCTCTTGGASTACTTGCTGARA AT TAGETICCTAAGTCCACTGCCAGRRACTCTEACTCAGTGE
T e T T T AR

201 TATTTTCTTRANTGTAGACTCATTT T GAT TGART TAGEET TTTAGATTTCARAGEATCTCTTG6ASTACTTGCTGARA TS TAGETICCTAAGTCCACTGCCAGRRACTCTEACTCARTGE 400

401 GTCARGAATGEARTAACTARACAATGRCCCCATRCAGTGETTCATGCCTGTART TEGEAGET TCACT T TACATGET TCTCTACT T TTAGCT TGET 600
T - I

401 GTCAAGRATGEARTARCTARACKATGECCCCATGCAGTGETTCATECCTGTAT TGGGRSET TCACT T TACATGRT TCTCTACT T TTAGCT T

601 TIGGGAGACTGAGACAGEARAATTECTTGART CTC66AGETGAAGGTTETAGT TTGTGECATT T TTCTGT TAANTARATACAT 780
T s 2 [

601 TIGGGAGECTGRGGCAGEAGAATTGCTTGARTCTGGEACGTGEAGGTTCTACT TTGIGCCATT T TTCTET TAMATAMATACAT By
781 I TGCTGAATARGAT: T T TTATGACATCIGATAGT TTTGRSECTGSETCCIGARTCT TARTTRAACTCCCIGTAACTICTTTICCTART 20
ELEECEECEEEEE PP
801 I T6CTGAATAAGAT T T TTATGACATCTGATAGT TTIGGEGCTGE6TCCTGARTCT TAATTAACTCCCIGTAACTICTTTICCTAAT 1000

TCCACATGTTTTITICCTTIGCCTTIC I TICT 1180

€1 AGACATTGIGATGGGGTTAATATTTTGGARRAC TIcCT TTGICTIGET TGGAGATCT TTAGARTTIGTGICTGAAGETT: TIAG

FECUEEEEEEEEEE DD DL

1001 AGACATTGTGATGGGSTTRATATTTTGGARRACATCCACATGTTTTTTICCTTIGCCTTIC TACTICCT TTGTCTTGET TGEAGRTCT 3 TETCTGRAGETT TIAGATICT 1200

1181 GACATTCAAGATGEARTTATGT TGCTATGAGACAGTATTICTATTTTCCTTTATCCACTCCCACCCTGECCTCT GEAAGTTTCAGE! TTEIGCCT TA 1380
FECUEEEEEEEEEE DD DR LD D

1201 I TGGARTTATGT TGCTAT TATTICTATITICCTITATCCACT TGCCCICT TGGAAGTTTCAGGTCAT TTATCTIATARTIT TTGTGCCT T2 1400

1381 TCTGTGATAGRAT TATGTT TCC L 1 (G3TGAGTGCAGATAAGGECTE TTCTTTCAGTTICCCICCTTICCAACGACTACTTIG 1560
LECLLLEEE LT e SRRy PECELDEEEEE LD T

1401 TCTGIGGTAGRAT TATGIT TCC IT TTGAGGTGAGTGCAGATARGE CTTICAGITICCCICCITICCRACGACTACTTIG 1600

N

1581 AGACRAGAGCTEICCCT T CTTGCAGGTTCAATAGRT TCGCTTTCATTTCCTCACTGACTAT I TTCAGTGACCESCT CCTCACTTACAGCAGTCAGACICTGRCAGE!
FECULEEEEE LT EUEUEEEEEEEEEE DD PLLLLE T
(GACAAGAGCTEICCCT T GTTGCAGGTTCRATAGAT TCGCTTTCATTTCCTCACTGACTAT I TTCAGTGACCEGCT ‘GACTTACAGCAGTCAGACTCIGACAGGA 17!

Abbildung 25: Alignment der TRAIL-Promotorregion aus den Hepatomzelllinien Huh7 und
HepG2.

Alignment der Sequenz des humanen TRAIL-Promotors aus HepG2 Zellen (untere Sequenz) mit der
Sequenz von Huh7 Zellen (oben). Das Alignment wurde mit Hilfe des Computerprogrammes ApE
durchgefiihrt.
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Um die Bedeutung dieser Sequenzunterschiede fiir die Induzierbarkeit und somit die
Funktionalitat des TRAIL-Promotors weiter aufklaren zu kénnen, wurden die TRAIL-
Promotorregionen aus Huh7- und HepG2-Zellen mit Hilfe von Reportergenassays
genauer charakterisiert. Hierfur erfolgte zunachst die Klonierung der in Abbildung 26
und Abbildung 27 exemplarisch dargestellten Reportergenkonstrukte durch Ligation
des TRAIL-Promotors unterschiedlichen Ursprungs in den Luciferase basierten
Reportergenvektor pGL3. AnschlieBend erfolgte die Charakterisierung durch
Transfektion der Konstrukte in Huh7 Zellen und anschlieRender Induktion des TRAIL-
Promotors durch Interferon-alpha (IFN-a), Interferon-gamma (IFN-y) oder

Suberoylanilide Hydroxamsauren (SAHA).

Luciferase

TRAIL Promoter
[_ pGL3 basic TP complete GATA-1

Abbildung 26: Reportergenkonstrukt der TRAIL-Promotorregion.

Dargestellt ist das aus dem pGL3 Basic aufgebaute Luciferase-Reportergenkonstrukt mit dem Bereich von
-1717 - -1, ausgehend vom Transkriptionsstartpunkt, der humanen TRAIL-Promotorregion. Die
verschiedenen Reportergenkonstrukte wurden durch Verwendung der genomischen DNA aus den
Hepatomzelllinien HepG2 und Huh7 kloniert.

Wahrend nach der Behandlung mit IFN-a, sowohl in Huh7- als auch in HepG2-Zellen,
eine um das Funffache erhohte Induktion der Luciferaseaktivitat beobachtet werden
konnte, zeigte sich fir die Induktion des TRAIL-Promotors mit IFN-y fir beide Zelllinien
nur eine zweifach erhdhte Aktivitat. Auch die Behandlung der Zellen mit SAHA flhrte,
unabhangig des Ursprunges vom TRAIL-Promotor, zu einer einheitlichen Induktion der
Promotor-Aktivitatt um das Funffache im Vergleich zur basalen TRAIL-Promotor
Aktivitat (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Induzierbarkeit des humanen TRAIL-Promotors verschiedener
Hepatomzelllinien.

Dargestellt ist die Induzierbarkeit des humanen TRAIL-Promotors aus den Hepatomzelllinien Huh7 und
HepG2 als Fold Change des Mittelwerts und der Standardabweichung des RLU nach Transfektion mit den
entsprechenden TRAIL-Promotor Konstrukten und 6 stiindiger Behandlung mit 500 IU/mL IFN-q,
1000 IU/mL IFNy oder 20 uM SAHA. Die Analyse erfolgte mittels Luciferase-Assay mit anschlieRender
Normierung auf unbehandelte transfizierte Zellen (w/o). Die statistische Auswertung erfolgte nach
zweiseitigem Student'tschem T-Test mit einem Korrekturfaktor o von 5 % und einem Signifikanzniveau von
0,05 ("P <0,01).

Weder der Basenaustausch von Adenin nach Guanin und der damit einhergehende
Verlust der HOXD9/10 Bindungsstelle, noch der Verlust des 20 bp langen repetitiven
GAAA-Segmentes (Position -546 - -564) fihrt also zu einer Verdnderung der
Induzierbarkeit des TRAIL-Promotors und bedingt somit keine Beeintrachtigung der

Funktionalitat des TRAIL-Promoters.

3.2.4 Der Einfluss der GATA-1 Bindungsstelle auf die Regulation der
TRAIL-Expression

Um die Bedeutung der GATA-1 Bindungsstelle fir die Funktionalitdt des humanen
TRAIL-Promotors genauer zu untersuchen, wurde ein weiteres Reportergenkonstrukt
hergestellt, bei dem die GATA-1 Bindungsstelle des TRAIL-Promotors aus Huh7 Zellen
mittels gerichteter Punktmutagenese zerstort wurde; die so erhaltenen Konstrukte
unterschieden sich somit ausschlie3lich in der Nukleobase an Position -1453 innerhalb
der GATA-1 Bindungsstelle des TRAIL-Promotors (Abbildung 28). Der Erfolg der

Mutagenese wurde mittels Sequenzierung Uberpruft.
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Luciferase
G ATA TRAIL Promoter
[_ pGL3 basic TP complete GATA-1
Luciferase

GACA TRAIL Promoter
[_ pGL3 basic TP complete GATA-1T¢

Abbildung 28: Reportergenkonstrukte der TRAIL-Promotorregion aus Huh7 Zellen mit
GATA-1"" bzw. mit GATA-1"° Bindungsstellenvariation.

Die Induzierbarkeit des TRAIL-Promotors mit defekter GATA-1 Bindungsstelle ist
deutlich reduziert im Vergleich zu der des TRAIL-Promotors mit intakter GATA-1
Bindungsstelle (Abbildung 29). Nach 6 stiindiger Behandlung mit IFN-a ist die TRAIL-
Promotor Aktivitat bei intakter GATA-1 Bindungsstelle um das Finffache héher als in
der unbehandelten Kontrolle, wohingegen die TRAIL-Promotor Aktivitat bei defekter
Bindungsstelle lediglich um das Zweifache gesteigert werden kann. Auch die
Induzierbarkeit des TRAIL-Promotors mit IFN-y oder SAHA ist bei defekter GATA-1
Bindungsstelle deutlich niedriger als bei intakter GATA-1 Bindungsstelle (Abbildung
29).
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Abbildung 29: Induzierbarkeit der Reportergenkonstrukte der TRAIL-Promotorregion mit
funktionelle GATA-1"" bzw. mit GATA-1"¢ Bindungsstellenvariation.

Dargestellt ist die Induzierbarkeit des humanen TRAIL Promotors aus der Hepatomzelllinie Huh7, mit
intakter GATA-1 Bindungsstelle bzw. GATA- 17¢ Bindungsstellenvariation als Mittelwert und
Standardabweichung des RLU nach Transfektion mit den entsprechenden TRAIL-Promotor Konstrukten
und 6 stiindiger Behandlung mit 500 IU/mL IFN-a, 1000 IU/mL IFN-y oder 20 uM SAHA. Die Analyse
erfolgte mittels Luciferase-Assay mit anschlieRender Normierung auf unbehandelte transfizierte Zellen
(w/o). Die statistische Auswertung erfolgte nach zweiseitigem Studenttschem T-Test mit einem
Korrekturfaktor a von 5 % und einem Signifikanzniveau von 0,05 ( P<0 ,01).
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3.2.5 Die Funktionalitat der GATA-1 Bindungsstelle im humanen TRAIL-
Promotor und deren Einfluss auf die TRAIL-Genexpression

Um den Zusammenhang zwischen dem Verlust der GATA-1 Bindungsstelle im
humanen TRAIL-Promotor durch die Sequenzvariation an Position -1453 und der
Dysregulation der TRAIL-Expression weiter auszuarbeiten, wurde die GATA-1
Bindungsstelle auf ihre Funktionalitat untersucht. Hierfir wurden zun&chst
Reportergenkonstrukte erstellt, die entweder acht hintereinander gereihte
Sequenzabschnitte mit der GATA-1"" oder der GATA-1"¢ Bindungsstellenvariation
aufwiesen (Abbildung 30). Die fir die Ligation in den pGL3 Reportergenvektor
verwendeten Sequenzen wurden von der Firma Invitrogen synthetisiert und sind in

Anhang 5 aufgefihrt.

Luciferase Luciferase

pGL3 basic GATA-1 pGL3 basic GATA-17¢

Abbildung 30: Reportergenkonstrukte zur Untersuchung der Funktionalitat der GATA-1
Bindungsstelle mit acht Wiederholungen der GATA-1"" oder der GATA-1"°
Sequenzvariation.

Nach der Transfektion der Huh7 Zellen mit den Reportergenkonstrukten erfolgte die
Induktion der Luciferaseaktivitat durch die Behandlung der Zellen mit den bereits unter
3.2.4 verwendeten Substanzen IFN-a, IFN-y, sowie SAHA.
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Abbildung 31: Induzierbarkeit der GATA-1 Bindungsstelle.

Dargestellt ist die Induzierbarkeit der Reportergenkonstrukte mit repetitiver GATA-1 Bindungsstelle bzw.
der GATA-1"° Bindungsstellenvariation als Mittelwert und Standardabweichung des RLU nach
Transfektion in Huh7 Zellen 6 stiindiger Behandlung mit IFN-a (500 1U/mL), IFN-y (1000 IU/mL) und SAHA
(20 nM). Die Analyse erfolgte mittels Luciferase-Assay mit anschlieBender Normierung auf unbehandelte
transfizierte Zellen (w/o). Die statistische Auswertung erfolgte nach zweiseitigem Student'tschem T-Test
mit einem Korrekturfaktor a von 5 % und einem Signifikanzniveau von 0,05 ( P <0,01).
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Hierbei zeigte sich, dass die Induzierbarkeit der Reportergenkonstrukte mit repetitiver
GATA-1"¢ Bindungsstellenvariation signifikant geringer ist als mit der repetitiven
GATA-1"" Sequenz. Das Reportergenkonstrukt mit repetitiver GATA-1"" Sequenz ist
sowohl durch IFN-a als auch durch IFN-y signifikant (P < 0,05) induzierbar. Das
Reportergenkonstrukt mit der repetitiven GATA-1"° Bindungsstellenvariation hingegen
lasst sich jedoch weder durch IFN-a noch durch IFN-y induzieren. Die Induktion der
Luciferaseaktivitdit mit SAHA zeigt keine signifikante Unterschiede zwischen den

beiden Reportergenkonstrukten (Abbildung 31).

Weiterfihrend wurde der Einfluss der Bindungsstellenvariation auf die Bindungsaffinitat
von Transfkriptionsfaktoren naher charakterisiert. Hierfur wurden Electron mobility shift
Assays mit den unter Abbildung 32 dargestellten Sonden durchgefihrt.

GATA-1™"

TIC

Abbildung 32: Schematische Darstellung der GATA-1 Sonden des Electron mobility shift
Assays.

Zunachst wurde die Bindungsaffinitat der Sonden mit Kernproteinen von
unbehandelten Huh7 Zellen analysiert. Weiterhin wurde diese mit den
Bindungseigenschaften der Sonden mit Kernproteinen von IFN-a oder IFN-y

stimulierten Huh7 Zellen verglichen.

1"" Sonde fiihrte zur

Die Inkubation der Kernproteine von Huh7 Zellen mit der GATA-
Ausbildung eines spezifischen Bindungsmusters mit drei unterschiedlichen
Bandenshifts (Abbildung 33, Bande 3, 7 und 11) im Vergleich zur Sonde alleine
(Abbildung 33, Bande 1). Die Spezifitit der Bandenmuster wurden sowohl fir die
GATA-1""- als auch die GATA-1"°-Sonde durch die Zugabe von kompetitiven
Inhibitoren aus den entsprechenden unmarkierten Oligonukleotiden in 200-fachem
Uberschuss uberpriift (Abbildung 33, GATA-1""-Sonde: Bande 4, 8, und12; GATA-1"°-

Sonde: Bande 6, 10 und 14).
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Huh? — 6h w/o Huh? - 6h IFNa Huh? — 6h IFNy
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Abbildung 33: Electron mobility shift Assays mit den Biotin-markierten GATA-'"T bzw.
GATA-'"“ sonden.

Dargestellt sind die Electron mobility shift Assays der GATA-1""- und GATA-1"°-Sonden mit
Kernproteinen von Huh7 Zellen. Die Kernproteine wurden aus Huh7 Zellen isoliert, die entweder fir 6 h mit
500 IU/mL IFN-a oder 1000 IU/mL IFN-y stimuliert wurden oder unbehandelt waren. Bande 1: GATA-1""-
Sonde ohne Kernproteine; Bande 2: GATA-1"°-Sonde ohne Kernproteine; Bande 3: GATA-1""-Sonde mit
Kernproteine von unbehandelten Huh7 Zellen; Bande 4 GATA-1""-Sonde mit Kernproteine von
unbehandelten Huh7 Zellen und 100-fachen Uberschuss der unmarkierten kompetitiven Oligonukleotide;
Bande 5: GATA-1"°-Sonde mit Kernproteinen von unbehandelten Huh7 Zellen; Bande 6: GATA-1"-
Sonde mit Kernproteinen von unbehandelten Huh7 Zellen und 100-fachen Uberschuss der unmarkierten
kompetitiven Oligonukleotide; Bande 7: GATA-1""-Sonde mit Kernproteinen von Huh7 Zellen die fir 6 h
mit 500 1U/mL IFN-a behandelt wurden; Bande 8: GATA-1""-Sonde mit Kernproteinen von Huh7 Zellen
die fir 6 h mit 500 IU/mL IFN-a behandelt wurden unter Zugabe des 100-fachen Uberschusses der
unmarkierten kompetitiven Oligonukleotide; Bande 9: GATA-1"“-Sonde mit Kernproteinen von Huh7
Zellen die fur 6 h mit 500 IU/mL IFN-a behandelt wurden; Bande 10: GATA-1"°-Sonde mit Kernproteine
von Huh7 Zellen die fur 6 h mit 500 IU/mL IFN-a behandelt wurden unter Zugabe des 100-fachen
Uberschusses der unmarkierten kompetitiven Oligonukleotide; Bande 11: GATA-1""-Sonde mit
Kernproteinen von Huh7 Zellen die fur 6 h mit 2000 IU/mL IFN-y behandelt wurden; Bande 12: GATA-1""-
Sonde mit Kernproteinen von Huh7 Zellen die fur 6 h mit 1000 IU/mL IFN-y behandelt wurden unter
Zugabe des 100-fachen Uberschusses der unmarkierten kompetitiven Oligonukleotide; Bande 13: GATA-
1"*-sonde mit Kernproteinen von Huh7 Zellen die fur 6 h mit 2000 IU/mL IFN-y behandelt wurden; Bande
14: GATA-1"“-Sonde mit Kernproteinen von Huh7 Zellen die fur 6 h mit 1000 IU/mL IFN-y behandelt
wurden unter Zugabe des 100-fachen Uberschusses der unmarkierten kompetitiven Oligonukleotide.

TIC
1

Das Bindungsmuster der GATA-
GATA-1"" Sonde (Abbildung 33, Pfeile). Zudem konnten auch Unterschiede der

Sonde zeigte deutliche Unterschiede zu dem der

Bindungsmuster in Abhangigkeit von der Behandlung der Huh7 Zellen beobachtet
werden. Das Bindungsmuster der GATA-1"¢ Sonde zeigte unabhangig von der
Behandlung der Huh7 Zellen weniger intensive Bandenshifts als die GATA-1"" Sonde
(Abbildung 33, Bande 5, 9 und 13). Zudem konnte beobachtet werden, dass die
GATA-1"° Sonde bei der Reaktion mit unbehandelten Huh7 Zellen einen Bandenshift
weniger ausbildet, als die GATA-1"" Sonde (Abbildung 33, schwarzer Pfeil).
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3.3 Die Rolle des Tumorsuppressorproteins PML in der

Hepatokarzinogenese

3.3.1 Die PML-Expression im HCC

Um den Einfluss des Tumorsuppressors PML auf die Regulation der TRAIL-Expression
analysiert zu kdnnen erfolgten zunachst die Analyse der PML-mRNA-Expression im
HCC. Dies erfolgte analog zu den bereits beschriebenen Untersuchungen zur TRAIL-
Expression in HCC-Patienten (3.1). Auch hier wurde neben dem Tumorgewebe (TT)
das den Tumor umgebene nicht tumorése Gewebe (TST) sowie das Lebergewebe von
Patienten die nicht an HCC erkrankten (NTL) hinsichtlich der PML-mRNA-Expression

analysiert.

Die PML-mRNA-Expression unterscheidet sich, anders als die TRAIL-Expression,
bereits zwischen NTL und TST der HCC-Patienten. Wobei die PML-mRNA-Expression
im Gewebe von Patienten ohne HCC (NTL) signifikant (P < 0,002) hoher ist als im nicht
tumordsen Gewebe der HCC-Patienten (TST). Weiterhin zeigte sich, dass sich die
PML-mRNA-Expression im Tumorgewebe (TT) nicht weiter vom tumorumgebenen
Gewebe (TST) unterscheidet (Abbildung 34).
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Abbildung 34: PML-mRNA-Expression in Leber- und Tumorgewebe aus HCC-Patienten,
sowie aus Lebergewebe von Patienten ohne HCC.

Die PML-mRNA-Expression im Gewebe wurde mittels quantitativer real-time PCR untersucht und auf -
Aktin normiert. Die PML-mRNA-Expression ist als Boxplot mit 95 % Konfidenzintervall fir Patienten ohne
HCC (NTL), dem Tumor umgebenen Lebergewebe (TST) und dem HCC-Gewebe (TT) von HCC-Patienten
angegeben. Die statistische Analyse erfolgte zwischen NTL und TST mittels ungepaartem Student'schen
T-Test und zwischen TST und TT mittels zweiseitigem gepaartem Student'schen T-Test mit einem
Signifikanzniveau von P < 0,05.

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe (Herzer et al., 2013) konnten mittels
immunhistochemischen Untersuchungen zeigen, dass die PML-Protein-Expression im

HCC-Gewebe deutlich geringer ausfallt als im tumorumgebenen Gewebe und das

69



Ergebnisse

diese Beobachtung unabhangig von der dem HCC zu Grunde liegenden
Lebererkrankung ist. In den nachfolgenden Analysen sollte untersucht werden, ob die
verringerte  PML-Protein-Expression im  HCC-Gewebe moglicherweise  auf
Proteindegradationsprozesse zurickzufuhren ist und ob dies durch die spezifische
Inhibition des Proteasoms unterbunden werden kann. Hierfir wurden die
Hepatomzellen HepG2 und Hep3B mit dem Proteasominhibitor MG-132 behandelt und

im zeitabhangigen Verlauf hinsichtlich ihrer PML-Protein-Expression analysiert.

e e
3O w 0 0
WO BT A an o WO g®Y An an o
il L A - - . .
————— p-Aktin — — ——— (At
c ® p <0,05 _ 37 p<0,05
28, = L €.
§ &
S e = == = L
S 51 25 1A
w T Y
= =
o o
o T [0}
,\0\\@ oS S '&6 f§’° \.\0\& oS S ébo (bbc
sl_0(\ *_OQ

Abbildung 35: Einfluss des Proteasominhibitors MG-132 auf die PML Protein Expression.
HepG2 (A) und Hep3B (B) Zellen wurden fiir 0,5, 1, 3 und 6 h mit 1 uM des Proteasominhibitors MG-132
behandelt. AnschlieBend wurde das Gesamtprotein isoliert und 30 pg mittels SDS-Page und Westernblot
auf die PML Proteinexpression analysiert (oben). Die nachfolgende densitometrische Auswertung erfolgte
mittels ImageJ, von 2 unabh&ngigen Experimenten, die statistische Auswertung erfolgte mittels ANOVA
unter Verwendung eines Signifikanzniveaus von P < 0,05. B-Aktin wurde als Beladungskontrolle
verwendet.

Fur beide Zelllinien zeigte sich eine konstante Zunahme der PML-Protein-Expression in
Abhangigkeit vom Behandlungszeitraum mit MG-132. Bereits 1 Stunde nach MG-132-
Behandlung zeigte sich sowohl in HepG2 als auch in Hep3B Zelllinien eine deutliche
Zunahme der PML-Protein-Expression um das 1,5-fache und stieg in HepG2 Zellen

nach 3 stindiger Behandlung auf das 2-fache weiter an (Abbildung 35).
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3.3.2 Einfluss von PML auf die Proliferations- und Migrationsfahigkeit

von Hepatomzellen

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass mit einer niedrigeren PML-Protein-
Expression eine deutlich hohere Proliferationsaktivitat sowie eine deutlich verringerte
Apoptoserate im Lebergewebe einhergeht (Herzer et al, 2013). Um in diesem
Zusammenhang den Einfluss von PML auf die Entstehung und Entwicklung eines
HCCs genauer zu untersuchen, wurden die Migrationsfahigkeit und die Fahigkeit zur
Kolonienbildung von Hepatomzellen in Abhéangigkeit von der PML-Expression
analysiert. Hierflr erfolgte zunéchst die Transfektion der Huh7 Zellen mit PML-
spezifischer siRNA, was nach 48 h zu einer 40 %igen Reduktion der PML-mRNA-
Expression fuhrte (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Reduktion der PML-mRNA-Expression nach siRNA Behandlung.

Fold Change und Standardabweichung der PML-mRNA-Expression nach 48 stiindiger Behandlung der
Huh7-Zellen mit 25 nM unspezifischer (siCtrl) oder PML-spezifischer (siPML) siRNA aus drei
unabhangigen Experimenten. Die Analyse der TRAIL-mRNA-Expression erfolgte mittels quantitativer real-
time PCR und wurde auf B-Aktin normiert. Die statistische Auswertung erfolgte nach zweiseitigem
Student'tschem T-Test mit einem Korrekturfaktor a von 5 % und einem Signifikanzniveau von 0,05 ( P <
0,01).

Die Migrationsfahigkeit von Huh7-Zellen wurde in Abhangigkeit von der PML-
Expression mittels Boyden-Chamber-Assay analysiert. Hierfir wurden die Zellen mit
unspezifischer (siCtrl) oder PML-spezifischer (siPML) siRNA behandelt und
anschlielend untersucht. Die Reduktion der PML-Expression fuhrt zu einer
signifikanten Erhdhung der Migrationsfahigkeit. Huh7-Zellen mit verminderter PML-
Expression (siPML) zeigen eine 1,6-fach hdhere Migrationsfahigkeit (Abbildung 37) als

Huh7-Zellen mit normaler PML-Expression (siCtrl).
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Abbildung 37: Migrationsfahigkeit von Hepatomzellen in Abhé&ngigkeit von der PML
Expression.

(Links) Migrierte Huh7-Zellen nach 24 stundiger Inkubation im Boyden-Chamber-Assay bei vorheriger
Behandlung der Zellen mit 25 nM PML-spezifischer siRNA (siPML) oder unspezifischer siRNA (siCtrl).
(Rechts) Fold Change und Standardabweichung der Migrationsfahigkeit von Huh7-Zellen nach
48 stundiger Behandlung mit 25 nM siCtrl oder siPML und 24 h Inkubation im Boyden-Chamber-Assay aus
zwei unabhangigen Experimenten. Die Quantifizierung der migrierten Zellen erfolgte durch Auszahlung der
mit Kristallviolett gefarbten Zellen im Lichtmikroskop. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
zweiseitigem ungepaartem Student'tschem T-Test und einem Signifikanzniveau von P < 0,05

Auch die Fahigkeit zur Kolonienbildung steigt bei Verminderung der PML-Expression
signifikant an. Huh7-Zellen mit verminderter PML-Expression (siPML) bilden eine 2-
fach hoéheren Anzahl an Kolonien im Soft-Agar als Huh7-Zellen mit normaler PML-
Expression (siCtrl) (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Fahigkeit zur Kolonienbildung von Hepatomzellen in Abh&ngigkeit von der
PML Expression.

(Links) Koloniebildung von Huh7-Zellen nach 21 tégiger Inkubation im Soft-Agar-Assay bei vorheriger
Behandlung der Zellen mit 25 nM PML spezifischer siRNA (siPML) oder unspezifischer siRNA (siCtrl).
(Rechts) Fold Change und Standardabweichung der Fahigkeit zur Kolonienbildung von Huh7-Zellen nach
48 stundiger Behandlung mit 25 nM siCtrl oder siPML nach 21 tagiger Inkubation im Soft-Agar-Assay aus
zwei unabhéngigen Experimenten (B). Die Quantifizierung der Kolonien erfolgte durch mikroskopische
Auszahlung nach Kristallviolett-Farbung. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem
ungepaartem Student'tschem T-Test und einem Signifikanzniveau von P < 0,05.
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3.3.3 Einfluss von PML auf die TRAIL-Expression

Der Einfluss von PML auf die TRAIL-Expression wurde ebenfalls nach RNAi Analysen
mittel quantitativer real-time PCR untersucht. Hierbei zeigten Huh7-Zellen mit
verminderter PML-Expression (siPML) eine signifikante Reduktion der TRAIL-mRNA-
Expression von 25 % (Abbildung 39) im Vergleich zu Huh7-Zellen mit normaler PML-

Expression (siCtrl).
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Abbildung 39: Einfluss von PML auf die TRAIL-Expression

Fold Change und Standardabweichung der TRAIL-mRNA-Expression nach 48 stiindiger Behandlung der
Huh7-Zellen mit 25nM unspezifischer (siCtrl) oder PML-spezifischer (siPML) siRNA aus drei
unabhangigen Experimenten. Die Analyse der TRAIL-mRNA-Expression erfolgte mittels quantitativer real-
time PCR untersucht und wurde auf B-Aktin normiert. Die statistische Auswertung erfolgte nach
zweiseitigem Student'tschem T-Test mit einem Korrekturfaktor o von 5 % und einem Signifikanzniveau von
0,05 ( P <0,01).

Um auszuschlieen, dass die Verminderung der TRAIL-Expression auf unspezifische
Wechselwirkungen der siPML zurlck zu fihren ist, wurden Huh7-Zellen mit PML-
Expressionsplasmiden transfiziert und nach 24 h hinsichtlich der TRAIL-Expression
untersucht. Die dabei verwendeten PML-Expressionsplasmide (2.1.8) wurden von Dr.
T. Hofmann (DKFZ Heidelberg) zu Verfligung gestellt und kodieren fur verschiedene
Isoformen von humanem PML. Wie in Abbildung 40 deutlich wird, steigt die PML-
MRNA-Expression bereits 24 h nach der Transfektion der Zellen mit allen PML-
Expressionsplasmiden im Vergleich zu den mit dem Kontrollplasmid transfizierten

Zellen, deutlich an.
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Abbildung 40: Induktion der PML-Expression nach Transfektion der Zellen mit den

verschiedenen PML-Expressionsplasmiden.

(Oben) Fold Change und Standardabweichung der PML-mRNA-Expression 24 h nach der Transfektion
der Huh7-Zellen mit den verschiedenen PML-Expressionsplasmiden aus drei unabhéngigen
Experimenten. Die Analyse der PML-mRNA-Expression erfolgte mittels quantitativer real-time PCR und
wurde auf B-Aktin normiert. Die Normierung erfolgte auf Huh7-Zellen die mit dem Kontrollvektor pRL-SV40
transfiziert wurden.

Die Analyse der TRAIL-Expression 24 h nach Transfektion der Huh7-Zellen mit den
PML-Expressionsplasmiden zeigte, dass die TRAIL-Expression in Abh&ngigkeit von
der Uberexprimierten PML-Isoform unterschiedlich stark ansteigt (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Einfluss der PML-Isoformen auf die TRAIL-Expression.

(Oben) Fold Change und Standardabweichung der TRAIL-mRNA-Expression 24 h nach der Transfektion
der Huh7-Zellen mit den verschiedenen PML-Expressionsplasmiden aus drei unabhéngigen
Experimenten. Die Normierung erfolgte auf Huh7 -Zellen die mit dem Kontrollvektor pRL-SV40 transfiziert
wurde. Die Analyse der TRAIL-mRNA-Expression erfolgte mittels quantitativer real-time PCR und wurde
auf B-Aktin normiert. Die statistische Auswertung erfolgte nach zweiseitigem Student'tschem T-Test mit
einem Korrekturfaktor a von 5 % und einem Signifikanzniveau von 0,05 (**P <0,01).

Zusétzlich zu den beschriebenen RNAi-Analysen wu rde der Einfluss von PML auf die
TRAIL-Expression in murinem Lebergewebe analysiert. Dafiir wurde die TRAIL-
Expression in Lebergewebe aus PML-defizienten Méausen (PML™) mit der TRAIL-
Expression in Lebergewebe von Wildtyp Mause mittels mRNA Transkriptomanalyse

verglichen. Die hierbei verwendeten Mausstamme sind unter 2.2.2.1 und 3.3.3 genauer
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beschrieben. Bei PML-Defizienz zeigt sich eine signifikante (P < 0,05) Reduktion der
TRAIL-mRNA Expression um 50 % im Vergleich zu Wildtyp M&usen (Abbildung 42).
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Abbildung 42: TRAIL-mRNA Expression in PML” bzw. Wildtyp Méusen.

Fold Change und Standardabweichung der TRAIL MRNA-Expression in Lebergewebe von 12 Monate
alten Wildtyp (WT) bzw. PML- def|2|enten(PML ) Mausen. Die Analyse der TRAIL-mRNA-Expression
erfolgte mittels mRNA-Transkriptomanalyse, die statistische Auswertung erfolgte nach zweiseitigem
Student'tschem T-Test mit einem Korrekturfaktor a von 5 % und einem Signifikanzniveau von 0,05 ( P <
0,01).

3.3.4 Der Einfluss von PML auf die HCV-assoziierte Hepatokarzinogenese

3.3.4.1 PML-Defizienz und HCV - Die Leberkarzinogenese der Maus im

Langzeitmodell

Es ist bereits bekannt, dass sowohl eine PML-Defizienz, als auch die Expression der
HCV-Proteine die induzierte Hepatokarzinogenese beglnstigen und dass dieser Effekt
durch die Kombination beider Faktoren weiter gesteigert werden kann (Herzer et al.,
2012). Um zu untersuchen, ob die PML-Defizienz oder die Expression der HCV-
Proteine auch die naturliche, nicht induzierte Hepatokarzinogenese begunstigen kann,
erfolgten in vivo Analysen mit Hilfe eines Mausmodells. Die verwendeten Mausstamme

sind in Tabelle 11 zusammengefasst und unter 2.2.2 genauer beschrieben.
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Tabelle 28: Versuchsgruppen fur das natirliche Karzinogenesemodell.
) Mause mit Leber-
Tier- ) Alter )
Name Gewicht Leber- schadigung
anzahl (Monaten) )
schédigung (Anzahl)
Wildtyp WT 10 395+54 15+1 -
Transgen HCV+/+ 10 40,3+5,3 19+ 2 -
Transgen PML-/- 10 33,1+27 175 1 Fettleber (1)
Fettleber (2),
HCV+/+ .
Transgen 10 38,5+5,2 14+ 3 5 Zirrhose (2),
PML-/-
HCC (4)

Zehn Mause jeder Gruppe wurden Uber einen Zeitraum von mindestens 12 Monaten
beobachtet. AnschlieBend wurden die Mause getbtet und auf Veradnderungen des
Gewichtes und die Entstehung von Leberschédigungen untersucht (Tabelle 28).

Die Analyse des Phanotyps zum Zeitpunkt der Organentnahme zeigte, dass sich
weder HCV™ Méause noch HCV™PML" hinsichtlich ihres Kérpergewichtes von WT
Méausen unterschieden, wohingegen PML” Méuse ein verringertes Kérpergewicht

zeigten als WT Mause (Tabelle 28).

Durch die makroskopische Untersuchung und die anschlieBende H/E-Farbung des
Lebergewebes ergaben sich je nach Genotyp deutlich unterschiedliche Ergebnisse.
Die Lebern der WT Mause waren sowohl makroskopisch als auch in der H/E-Féarbung
ganzlich unauffallig (Abbildung 43 A). Auch die Lebern von 12 Monate alten HCV**
Mausen zeigten keine pathologischen Veranderungen auf (Abbildung 43 B). Die
Untersuchung des Lebergewebes von PML” Mausen zeigte ebenfalls in fast allen
Mausen (90 %) eine unauffallige Gewebestruktur, wohingegen in einem der M&use
(10 %) eine leichte Verfettung des Gewebes beobachtet werden konnte (Abbildung 43
C).
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Abbildung 43: Histologische Untersuchung der Lebern von 12 Monate alten WT, HCv*™
PML" oder HCV™*PML™ Mausen.

Das Lebergewebe von 12 Monate alter WT, HCV**, PML” oder HCV""PML" Mausen wurde entnommen,
fixiert, in Paraffin eingebettet und geschnitten. AnschlieRend wurde Hamatoxylin-Eosin (H/E)-Farbungen

(A-D) und Ki67-Farbungen (E-H) durchgefihrt. Die gefarbten Schnitte sind in 40-facher VergréRRerung
dargestellt.

Bei der Betrachtung der HCV*PML” Méuse zeigte sich in 50 % der Mause eine
pathologisch unauffallige Leber, in 10% der Mause jedoch eine deutliche
Leberzellverfettung (Abbildung 43 D). Diese Méause zeigten jedoch, ebenso wie HCV**
und PML” Mause keinerlei Veranderungen in der Proliferationsaktivitat des
Lebergewebes im Vergleich zu WT Mausen (Abbildung 43 E-H). In den anderen 40 %
der HCV™*PML" Mause zeigten sich deutliche pathologische Veranderungen in Form
von Lebertumoren (Abbildung 44). Diese bildeten sich in erster Linie auf dem Boden
einer Leberzellverfettung (10 %) oder Leberzirrhose (20 %). Es konnte jedoch auch in
10 % der Mause bereits bei der makroskopischen Betrachtung eine Tumorentwicklung
festgestellt werden, bei der sich nach der H/E-Farbung eine ansonsten pathologisch
unauffallige Leber zeigte (Abbildung 44 C, E). Die nachfolgende Ki67-Farbung des
Gewebes zeigte einen Anstieg der Proliferationsaktivitdt im Tumorgewebe (TT:
Abbildung 44 F) im Vergleich zum tumorumgebenen Gewebe (TST: Abbildung 44 D)
sowie dem Lebergewebe von gesunden HCV**PML" Mausen (NTL: Abbildung 44 B).
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Abbildung 44: Immunhistologische Untersuchung von tumorfreien und tumortragenden
HCV""PML" Mausen.
Das Lebergewebe von 12 Monate HCV™PML” Mausen mit und ohne Tumorausbildung wurde
entnommen, fixiert, in Paraffin eingebettet und geschnitten. AnschlieBend wurde Hamatoxylin-Eosin (H/E)-
Farbungen (A, C, E) und Ki67-Farbungen (B, D, F) durchgefuhrt. Die gefarbten Schnitte sind in 40-facher
VergréRerung dargestellt.

3.3.4.2 PML-Defizienz und HCV — Genetische Veranderungen im Mausmodell

Um Einblicke in die molekularen Veranderungen zu gewinnen, die durch die PML-
Defizienz und die Expression der HCV-Proteine hervorgerufen werden, erfolgten
Transktiptomanalysen der mRNA und miRNA des Lebergewebes von Mausen aller vier
Stamme (WT, HCV"*, PML", HCV"*"PML™). Die nachfolgende Analyse der mRNA
Arrays, in die ausschlie3lich Mause ohne Leberschadigung mit einbezogen wurden,
konnten 94 Gene identifiziert werden, die in mindestens einem der transgenen
Mausstamme (HCV"*, PML™, HCV"*PML™) signifikant (P < 0,05) anders exprimiert
werden als in WT Mausen und zudem einen Variationskoeffizienten CV (coefficient of
variation) <0,25 aufwiesen (Abbildung 45).

78



Ergebnisse

PML* HCV**  Wildtyp PML*HCV**
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Abbildung 45: Heat Map der mRNA Transkription.

Dargestellt sind die Fold Changes der mRNA Expression von WT, HCV"*, PML" sowie HCV"*PML™
Mausen nach der Normierung auf die gemittelte mRNA Expression in WT Mausen. Der
Variationskoeffizienten (coefficient of variation) zwischen den M&usen eines Stammes betrug CV <0,25.
Es sind nur Gene dargestellt die in mindestens einem der transgenen Mausstamme (HCV*’*, PML",
HCV™*PML™) signifikant anders exprimiert werden als in WT Mausen. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels zweiseitigem Student'schen T-Test mit einem Signifikanzniveau von P < 0,05. Die hierarchische
Clusteranalyse erfolgte mittels MeV 4.9.0:

Das Expressionsmuster von PML” Mause zeigte in der hierarchischen Clusteranalyse
den grofRten Unterschied zu dem von WT Mausen. Von den 94 identifizierten Genen
zeigen 74 % eine signifikante Veranderung zwischen WT und PML” Mausen. Von
diesen 70 Genen wurden 20 % geringer und 80 % starker exprimiert als in WT

+/+

Méausen. Die Analyse der HCV"™" Mause zeigte, dass 33 % dieser 94 Gene eine
signifikant andere Expression erfahren als in WT Mausen, wobei auch hier ein Grol3teil
der Gene (84 %) starker exprimiert wurde. Die Betrachtung der HCV"*PML” Mause
zeigt nur einen geringe Veranderung des Expressionsmusters im Vergleich zum WT.
Es zeigte sich nur fur 11 % der 94 Gene eine signifikante Veranderung, wobei diese

zum Grofdteil (80 %) in einer Verminderung der Expression im Vergleich zu WT
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Méausen resultierte. Die genaue Anzahl der verminderten Gene, sowie die Minima und

Maxima der Fold Change sind in Tabelle 29 angegeben.

Tabelle 29: Fold Change der mRNA-Expression der transgenen Mause im Vergleich zu
WT Mausen.

Die maximale und minimale Veréanderung der hepatische mRNA Expression ist als Fold Change zur zu
WT Mausen dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’schen T-Test mit einem
Signifikanzniveau von 0,05 ermittelt.

Signifikant anders als | Niedrigere Expression | Hohere Expression
Fold Change
der WT, % (n) als WT [%)] als WT [%]
PML™ 0,27 - 27 74 (70) 20 80
HCV™* 0,55-2,4 33(31) 16 84
HCV"*PML” 0,07-1,5 11 (10) 80 20

Neben der Genexpression der Mause wurde zusatzlich die miRNA-Expression
untersucht. Auch hier wurden zunachst nur Mause der transgenen Mausstdmme
(HCV'*, PML", HCV"*PML™) ohne Leberschadigung mit WT Mé&usen verglichen. Es
konnten 20 miRNAs identifiziert werden, die in mindestens einem der drei transgenen
Stamme einem signifikanten (P < 0,05) Unterschied zeigten als WT Mause (Tabelle
30).
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Tabelle 30: miRNA Expression der transgenen Mause im Vergleich zu WT Mausen.
Die hepatische miRNA Expression ist als Fold Change zu WT Méausen dargestellt. Die Signifikanz wurde
mittels zweiseitigem Student'schen T-Test mit einem Signifikanzniveau von 0,05 ermittelt.

PML-/- HCV+/+ HCV+/+ PML-/-
Fold Change P Fold Change = Fold Change zum =
zum Wildtyp zum Wildtyp Wildtyp
miRNA 465c-1 1.1 0.784 1.5 0.411 2.0 0.021
miRNA 465c-2 1.1 0.727 1.5 0.391 1.9 0.040
let-7i 0.7 0.043 0.6 0.017 0.8 0.071
miRNA 106a 0.4 0.038 0.5 0.005 0.6 0.074
miRNA 106b 0.6 0.312 0.8 0.336 0.6 0.048
miRNA 1196 1.8 0.047 1.5 0.491 0.9 0.376
miRNA 139 0.6 0.275 0.5 0.121 0.6 0.026
miRNA 146a 0.3 0.030 0.4 0.119 0.5 0.107
miRNA 192 0.8 0.201 0.8 0.037 0.9 0.277
miRNA 193 0.7 0.028 1.1 0.785 1.2 0.455
miRNA 1947 0.8 0.531 1.2 0.768 21 0.033
miRNA 195 0.7 0.343 0.6 0.009 1.0 0.693
miRNA 199a-1/2 0.3 0.091 0.2 0.002 0.5 0.049
miRNA 199b 0.5 0.119 0.3 0.024 0.6 0.113
miRNA 23a 0.7 0.033 0.7 0.044 0.9 0.156
miRNA 24-1/2 0.6 0.033 0.8 0.183 0.8 0.188
miRNA 25 0.6 0.237 0.6 0.249 0.4 0.016
miRNA 29a 0.6 0.012 0.6 0.264 0.9 0.528
miRNA 3102 3.3 0.047 2.0 0.356 0.6 0.484
miRNA 455 0.9 0.722 14 0.459 15 0.045

Beim Vergleich des miRNA Expressionsmusters zeigte sich fir PML” M&usen ein
signifikanter Unterschied des Expressionslevels in 45 % der identifizierten miRNAs,
von denen 78 % ein vermindertes und 22 % ein erhohtes Expressionslevel aufweisen
im Vergleich zu WT Mausen. In HCV*"* Mausen zeigte sich eine Veranderung der
MiRNA Expression in 35 % der zuvor identifizierten miRNAs, wobei hier ausschlie3lich
eine Erh6hung des Expressionslevels im Vergleich zu WT Mausen zu beobachten war.
Bei der Analyse des miRNA Expressionslevels in HCV"*PML” zeigte sich eine
signifikante Veranderung in 40 % der 20 zuvor identifizierten miRNAs, die zu gleichen
Teilen in einer Erhéhung bzw. Verminderung der miRNA Expression im Vergleich zu

WT Mausen resultiert.
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3.3.4.3 PML-Defizienz und HCV — Genetische Verdnderungen der

Hepatokarzinogenese

Um die molekularen Mechanismen der HCV-assoziierten Hepatokarzinogenese weiter
aufklaren zu konnen, wurden Transkriptomanalysen der mRNA und miRNA von
HCV"*PML” Mausen durchgefiihrt, bei denen zum Einen keine pathologischen
Veranderungen der Lebern zu beobachten waren (NTL) und solcher HCV**PML"
Mause, die einen Tumor ausbildeten, wobei hier sowohl das Tumorgewebe (TT) als

auch das tumorumgebene Gewebe (TST) analysiert wurde (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Heat Map der mRNA Expression von tumorfreien und tumortragenden
HCV'"PML" Mausen.

Dargestellt sind die Fold Changes der mRNA Expression von HCV PML” Mausen. Hierbei wurde zum
Einen das Expressionslevel von tumorfreien (NTL) HCV"*PML™ Mausen mit dem tumorumgebenen
Gewebe (TST) der tumortragenden HCV"*PML™ Mause verglichen (links), die mRNA Expression wurde
auf das gemittelte Expressionslevel der NTL normiert. Weiterhin wurde das Expressionslevel im Tumor
(TT) und dem tumorumgebenen Gewebe (TST) der tumortragenden HCV"PML” Mausen miteinander
verglichen (rechts). Hierbei ist das mRNA Expressionslevel auf die gemittelte Expression im
tumorumgebenen Gewebe (TST) normiert. Der Variationskoeffizienten (coefficient of variation) in den
einzelnen Gruppen betrug CV <0,25. Es sind nur Gene dargestellt, die in mindestens einem der beiden
Vergleiche (NTL — TST; TST - TT) einen signifikanten Unterschied zeigen. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels zweiseitigem Student'schen T-Test mit einem Signifikanzniveau von P < 0,05. Die
hierarchische Clusteranalyse erfolgte mittels MeV 4.9.0:

++
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Es wurden 47 Gene identifiziert, die entweder einen signifikanten (P < 0,01)
Unterschied zwischen dem NTL und dem TST der HCV**PML" Mause (30 Gene) oder
einen signifikanten (P < 0,01) Unterschied zwischen dem TST und dem TT (20 Gene)
der HCV"*PML” Mause mit Tumor zeigten, auch hierbei wurden nur solche Gene mit
in die Analyse einbezogen, die einen Variationskoeffizienten CV <0,25 aufweisen
(Tabelle 31).

Tabelle 31: Fold Change der mRNA-Expression bei tumortragenden und tumorfreien
HCV"*PML™ Mausen.

Die maximale und minimale Veranderung der hepatische mRNA-Expression ist als Fold Change
dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’schen T-Test mit einem Signifikanzniveau
von 0,01 ermittelt.

NTL < TST/ NTL > TST/
Fold Change P <0,01, % (n) TST<TT TST>TT
[%] (%]
NTL — TST 04-79 64 (30) 53 47
TST-TT 0,6-14 42 (20) 20 80

Fir die Analyse der miRNA Expression wurde ebenfalls HCV*PML" Méause in die
Untersuchung mit einbezogen, die keinen pathologischen Hintergrund der Leber
zeigten (NTL), sowie solche mit Tumorausbildung, wobei bei diesen Mausen ebenfalls

das tumorumgebene (TST) sowie das Tumorgewebe (TT) untersucht wurde.
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Tabelle 32: miRNA Expression bei tumortragenden und tumorfreien HCV*PML™ Mausen.
Die hepatische miRNA Expression ist als Fold Change dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels
zweiseitigem Student’'schen T-Test mit einem Signifikanzniveau von 0,05 ermittelt.

TT-TST TST - NTL
Fold Change P Fold Change =
TT/TST TST/NTL
miRNA 465c-1 1.2 0.273 0.6 0.008
miRNA 465c¢-2 1.2 0.284 0.6 0.025
let-7i 11 0.873 1.6 0.015
miRNA 106a 1.0 0.140 1.1 0.010
miRNA 106b 0.7 0.154 2.6 0.022
miRNA 1196 1.0 0.969 29 0.036
miRNA 139 0.9 0.827 0.8 0.034
miRNA 146a 12 0.594 0.5 0.006
miRNA 192 0.5 0.030 1.4 0.124

Es konnten 8 miRNAs identifiziert werden, die einen signifikanten (P < 0,05)
Unterschied zwischen dem TST und dem NTL aus HCV"*PML™ zeigten. Mit dem
Vergleich des TT und des TST der tumortragenden HCV"*PML” Mause konnte eine
MiRNA identifiziert werden, die im Tumorgewebe signifikant verringert (50 %)

exprimiert wird, im Vergleich zum umgebenen Gewebe (Tabelle 32).
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3.4 Medizinische Parameter zur Prognose der Tumorrekurrenz und
des Uberlebens von HCC-Patienten nach einer

Lebertransplantation

Fur die retrospektiven Analysen zur Beurteilung der Leberwerte als Pradiktoren fir die
Tumorrekurrenz und das post-operative Uberleben von HCC-Patienten nach
Lebertransplantation wurden 175 Patienten, die zwischen Januar 2000 und Dezember
2013 auf Grund eines HCCs lebertransplantiert wurden, retrospektiv analysiert. Dabei
wurden sowohl demografische Daten, Patientencharakteristka als auch
klinikopathologische Parameter der Patienten in die Untersuchung einbezogen.

Teile der in diesem Abschnitt dargestellten Daten sind in der Publikation ,Glutamate
dehydrogenase and alkaline phosphatase as very early predictors of hepatocellular
carcinoma recurrence after liver transplantation.” (Piras-Straub, K., Khairzada, K.,
Gerken, G., Saner, F., Treckmann, J., Paul, A., Canbay, A., Herzer, K., 2015. Digestion
91, 117-127. doi:10.1159/000370212) verdffentlicht.

Die Mehrzahl der untersuchten Patienten war mannlich (74 %) und wurde innerhalb der
MILAN-Kriterien (93 %) transplantiert. Zum Zeitpunkt der Transplantation wiesen die
Patienten einen mittleren Model for End-stage Liver Disease score (MELD-Score) von
14 (6 - 40) auf und waren zum Grof3teil unter 60 Jahre (79 %) alt. Alle in diese
Untersuchung einbezogenen Parameter und deren Einfluss auf die Tumorrekurrenz

und das Uberleben der Patienten sind in Tabelle 33 aufgefihrt.
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Tabelle 33: HCC-Rekurrenz, mittleres Uberleben und Hazard Ratio der HCC-Patienten.
Ubersicht tiber die HCC-Rekurrenz (x2-Test nach Pearson), das mittlere Uberleben (Log-Rank-Test)
sowie die Hazard Ratio (Cox-Regression) in Abhangigkeit von Tumor- oder Patientencharakteristika bzw.
der laborchemischen Parameter. Es wurde ein Signifikanzniveau von P < 0,05 festgelegt.

; P
Mittleres
Patienten ‘ P Iberleb P COEF B (Cox Hazard
Rekurrenz Uberleben i
n (%) (x -test) (Log-Rank) (95% ClI) ) Ratio
(Monate) Regression)
Geschlecht
Ménnlich 129 (74) 22% 95 1
Weiblich 45 (26) 24 % 0.843 100 0.589 -0.166 (-0.335 — 0.190) 0.590 0.85
Alter
< 60 Jahre 110(70) 27 % 103 1
> 60 Jahre 36(30) 139% |00 80 0079 14 486 (-0.027 — 0.449) 0.082 1.63
Tumor Stadium
pT Il 110(75) 19 % 108 1
pT -1V 36(25) 49 % 0.0004 67 0.001 0.871 (0.145 - 0.612) 0.001 2.39
Tumor-Grading
G=1-2 152(87) 21% 100 1
G=3 213 | 36% | %07 63 0286 (386 (0.143-0478)| 2% 1.47
HCC-Rekurrenz
Nein 133(77) i i 115 1
Ja 40(23) 51 0.0001 1.406 (0.382 — 0.839) 0.00001 4.08
Atiologie
HBV 27(16) 19 % 119 1
ASH 29(17) 0% | o9 94 0163 10811(0.034-0739)| 0074 2.25
HCV 78(45) 26 % ’ 94 ' 0.839 (-0.076 — 0.805) 0.105 2.32
NASH 7(4) 29 % 33 1.408 (0.005 — 1.218) 0.048 4.09
Other 33(19) 30 % - 95 - - - -
MILAN-Kriterien
Innerhalb 162(93) 23% 98 0.721 1
AuBerhalb 12(7) 25 % 0.855 42 0.214 (-0.418 — 0.604) 0721 1.24
BMI
2
138(82 24 % 99 0.350 1

< 30kg/m, 82) ’ | o.807 0.352
> 30 kg/m 31(18) 23 % 85 0.302 (-0.145 — 0.408) 1.35
a-Fetoprotein
AFP <10 IU/mL 69(44) 17 % 104 1
AFP 10 - 100 IU/mL 49(31) 18 % 0.036 112 0.024 -0.341 (-0.463 — 0.166) 0.356 0.71
AFP 100 - 400 1U/mL 20(13) 40 % ' 76 ' 0.459 (-0.140 — 0.538) 0.250 1.58
AFP > 400 IU/mL 20(13) 40 % 59 0.742 (0.007 — 0.638) 0.045 2.10
Alanin Aminotransferase
ALT < 35 U/L 64(38) 23% 100 1
ALT >35 U/L 104(62) 24 % 0.956 96 0849 0.053 (-0.213 - 0.259) 0.849 1.05
Aspartat Aminotransferase
AST <35 U/L 52(31) 17 % 100 1
AST > 35 U/L 117(69) 6% | %204 98 0681 15125 (-0.200 — 0.306) 0.681 1.13
Alkalische phosphatase
AP <100 U/L 41(28) 19 % 114 1
AP > 100 U/L 106(72) 25% 0.391 88 0.003 1.260 (0.143 - 0.951) 0.008 3.52
Gamma-glutamyl-
Transpeptidase
gGT <35 U/L 21(13) 29 % 84 1
gGT >35 U/L 142(87) 2309 | 058 98 0943 14027 (-0.316 — 0.340) 0.943 1.03
Glutamat Dehydrogenase
GLDH <10 U/L 82(75) 15 % 103 1
GLDH > 10 U/L 28(25) 32 % 0.039 91 0547 0.229 (-0.226 — 0.425) 0.548 1.26
Serum Cholinesterase Aktivitét
CHE < 4.9 U/L 74(67) 20 % 96 1
CHE 4.9-11.9U/L 30(27) 20 % 0.930 84 0.672 -0.286 (-0.492 — 0.244) 0.510 0.75
CHE >11.9 U/L 7(6) 14 % 110 -0.499 (-0.845 — 0.412) 0.499 0.61
Bilirubin
Bilirubin < 1.2 mg/dL 88(52) 26 % 100 1
Bilirubin > 1.2 mg/dL 80(48) 21 % 0.431 96 0.849 0.023 (-0.210 — 0.255) 0.849 1.05
Immunsupressive Therapie
Tacrolimus 76(55) 25% 87 0.393 (-0-237 — 1-024) 0.221 2.47
Tacrolimus + CellCept 29(21) 17 % 67 0.429 (-0.247 — 1-105) 0.214 2.68
Cyclosporin A 14(10) 29% | 0.326 117 0.289 |0.143(-0.574-0.861)| 0.696 1.39
Cyclosporin A + CellCept 7(5) 0% 133 -0.278 (-1.326 — 0.769)|  0.602 0.53
Everolimus 13(9) 8 % 91 1
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3.4.1 Pradiktoren fur die Tumorrekurrenz des HCCs

In 23 % der HCC-Patienten zeigte sich ein post-operatives Tumorrezidiv. Dabei waren
mehr als die Halfte (52 %) dieser HCC-Rezidive bereits innerhalb des ersten Jahres
nach der Transplantation zu beobachten, wohingegen sich mehr als 36 Monate nach
der Transplantation kaum noch HCC-Rezidive entwickelten (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Zeitliches Auftreten der HCC-Rekurrenz nach Lebertransplantation.
HCC-Rekurrenzrisiko der Patienten im post-operativen Zeitverlauf.

Bei einem Grof3teil der Patienten flihrte mit einem Anteil von 61 % eine virale Hepatitis
(vorwiegend Hepatitis C) zu einer HCC-Entstehung. Weitere Krankheiten, die ein HCC
zur Folge haben, sind zum Einen mit 19 % die nutritiv toxische Alkoholzirrhose und
zum Anderen mit 5 % eine nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH). Daneben gibt es
noch andere Lebererkrankungen die nur in seltenen Fallen zu einem HCC fihren
(H&amochromatose, Autoimmune Erkrankungen, Morbus Wilson, Primér bilidre Zirrhose
oder unbekannte Ursachen). Es zeigte sich, dass NASH-Patienten nicht nur das groiite
Risiko (29 %) einer post-operativen Tumorrekurrenz, sondern auch ein deutlich
schlechteres mittleres Uberleben (33 Monate) aufweisen verglichen mit Patienten mit

anderen Lebererkrankungen (Tabelle 33).

Bei der Identifikation neuer prognostischer Marker wurden zunéchst die Serum-Level
verschiedener Leberwerte und Tumormarker (Tabelle 33) auf Unterschiede zwischen
Patienten mit und ohne post-operativer HCC-Rekurrenz analysiert. Hierbei zeigte sich,

dass Patienten ohne post-operativer HCC-Rekurrenz sowohl signifikant niedrigere pra-
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operative Glutamat Dehydrogenase (GLDH)- als auch Alkalische Phosphatase (AP)-
Werte aufwiesen (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Serum-Level der HCC-Patienten vor Lebertransplantation.

Boxplot mit 95 %igem Konfidenzintervall der pra-operativen GLDH-Werte (links) oder AP-Werte (rechts)
von HCC-Patienten mit und ohne post-operativer Tumorrekurrenz. Die statistische Analyse erfolgte mittels
zweiseitigem Student'schen T-Test mit Welch Korrektur (+) bzw. Mann-Withney-U-Test mit Pearson-
Naherung (+), wobei ein Signifikanzniveau von P < 0,05 als statistisch signifikant beurteilt wurde.

Bei einer genaueren Betrachtung der Patienten hinsichtlich ihrer GLDH- und AP-Werte
zeigte sich, dass die Wahrscheinlichkeit einer post-operativen HCC Rekurrenz in
Patienten mit einem GLDH-Wert > 10 U/L signifikant hoher ist als in Patienten mit
einem GLDH-Wert < 10 U/L (Abbildung 49 links). Auch bei Patienten mit einem AP-
Wert < 140 U/L bestand eine deutlich geringere Wahrscheinlichkeit eine post-operative
HCC-Rekurrenz zu entwickeln als Patienten mit einem AP-Wert > 140 U/L (Abbildung
49 rechts).
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Abbildung 49: HCC-Rekurrenzrate der Patienten in Abhangigkeit von den pré-operativen
GLDH- und AP-Werten.

HCC-Rekurrenzrisiko der Patienten in Abhangigkeit des (links) pra-operativen GLDH-Wertes oder (rechts)
AP-Wertes. Die statistische Analyse erfolgte mittels xz-Test mit Pearson-Naherung, wobei ein
Signifikanzniveau von P < 0,05 als statistisch signifikant beurteilt wurde.

Die Bedeutung der verschiedenen Leberwerte als Pradiktoren fur die

Rekurrenzwahrscheinlichkeit der Patienten wird durch multivariate Analysen weiter
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verdeutlicht. Hierbei ergab die Kombination des Tumorstadiums mit den pra-operativen
Serum Level des Tumormarkers a-Fetoprotein (AFP) mit denen der AP und der GLDH
einen weitaus besseren pradiktiven Zusammenhang (P < 0,002).
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Abbildung 50: Multivariate Analyse zur HCC-Rekurrenz.

HCC-Rekurrenzrisiko der Patienten in Abhéngigkeit von zwei oder mehr Parametern. HCC-
Rekurrenzrisiko der Patienten in Abhangigkeit des pra-operativen GLDH- Wertes und des Tumorstadiums
(Oben links) oder AFP-Wertes (Oben rechts) sowie des pra-operativen GLDH- Wertes und des
Tumorstadiums und des AFP-Wertes (unten). Die statistische Analyse erfolgte mittels xz-Test mit Pearson-
Naherung, wobei ein Signifikanzniveau von P < 0,05 als statistisch signifikant beurteilt wurde.

Bei Bericksichtigung der GLDH-Level der Patienten in Kombination mit dem
Tumorstadium (Abbildung 50 oben links) zeigte sich eine signifikante Abhangigkeit der
HCC-Rekurrenz von beiden Parametern. Patienten mit kleinen Tumoren (pT I-11) und
unauffalligen GLDH-Level zeigten eine HCC-Rekurrenzwahrscheinlichkeit von nur
11 %, wohingegen erhohte GLDH-Level mit einem Rekurrenzrisiko von 25 %
einhergehen. Der Einfluss der GLDH auf die HCC-Rekurrenz ist bei Patienten mit
fortgeschritteneren Tumorstadien (pT [lI-1IV) noch deutlicher. Hier steigt die
Rekurrenzwahrscheinlichkeit von 43 %, in Patienten mit niedrigen GLDH-Leveln, auf
56 %, in Patienten mit erhéhten GLDH-Leveln an (P < 0,003).

Die Kombination der AFP- und GLDH-Werte fihrte zu einer offensichtlichen

Verbesserung der Vorhersage (Abbildung 50 oben rechts). Patienten, die zum
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Zeitpunkt der Transplantation nur Auffalligkeiten in keinem oder nur einem dieser
beiden Werte zeigten, entwickelten in 14 %-23 % der Falle eine HCC-Rekurrenz,
wohingegen Patienten mit erhdhten AFP- und AP-Werten in 83 % der Félle ein HCC-
Rezidiv ausbildeten (P < 0,001). Die genaueste Vorhersage in Hinblick auf die
Entwicklung einer HCC-Rekurrenz liel3 sich durch die Kombination der GLDH-, AFP-
und AP-Werte zum Zeitpunkt der Transplantation erreichen (Abbildung 50 unten).
Hierbei zeigten Patienten, die bei keinem oder nur in einem Teil der
Laboruntersuchungen erhthte Werte hatten (Abbildung 50 unten: Andere) eine
Rekurrenzwahrscheinlichkeit von 22 %, wohingegen 100 % der Patienten, die zum
Zeitpunkt der Transplantation Auffalligkeiten in allen drei Laborparametern zeigten
(GLDH > 10 U/L, AFP > 100 IU/mL, AP > 100 U/L) eine HCC-Rekurrenz ausbildeten (P
<0,012).

3.4.2 Pradiktoren fur das post-operative Uberleben der HCC-Patienten

Beim Vergleich des mittleren post-operativen Uberlebens der Patienten sowie dem
Hazard Ratio fir Mortalitat zwischen Patienten mit einem GLDH-Wert < 10 U/L und
einem GLDH-Wert > 10 U/L zeigt sich kein Unterschied (Tabelle 33).

Der Vergleich zwischen Patienten mit normwertigen AP-Werten (< 100 U/L) und
erhdohten AP-Werten (> 100 U/L) vor der Lebertransplantation zeigte signifikante
Unterschiede hinsichtlich des mittleren post-operativen Uberlebens (Abbildung 51).
Patienten mit einem normwertigen AP-Wert hatten ein mittleres Uberleben von
114 Monaten sowie ein 10-Jahres Uberleben von 84 %, wohingegen Patienten mit AP-
Werten > 100 U/L ein um 2 Jahre verkirrztes mittleres Uberleben (88 Monate) mit
einem 10-Jahres-Uberleben von nur 43 % aufwiesen. Die Zusammenfassung dieser
Ergebnisse durch die Hazard Ratio zeigte flr Patienten mit einem pra-operativen AP-
Wert > 100 U/L ein um den Faktor 3,52 erhthtes Mortalitéatsrisiko als fur Patienten mit

normwertigen AP-Werten vor der Lebertransplantation (Abbildung 51 links).
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Abbildung 51: Einfluss des Alkalischen Phosphatase-Levels von HCC-Patienten auf das
Uberleben nach Lebertransplantation.

Kaplan-Meier Uberlebenskurven der HCC-Patienten in Abh&ngigkeit des pré-operativen AP-Wertes (A)
oder des AFP-Wertes (B). Die statistische Analyse erfolgte mittels Log-rank-Test mit Welch-Korrektur,
wobei ein Signifikanzniveau von P < 0,05 als statistisch signifikant beurteilt wurde.

Die Analyse des Tumormarkers AFP hinsichtlich des Einflusses auf die HCC-
Rekurrenz und das Uberleben der Patienten nach der Lebertransplantation zeigt, dass
Patienten die bereits einen AFP-Wert > 100 IU/mL aufwiesen ein signifikant erhéhtes
Risiko haben eine Tumorrekurenz auszubilden (40 %) als Patienten mit normwertigen
oder nur leicht erhohten AFP-Werten (19 %) vor Transplantation (Tabelle 33). Bei
Betrachtung des Outcomes der HCC-Patienten nach Transplantation zeigte sich, dass
Patienten mit einem AFP-Wert > 100 IU/mL ein signifikant schlechteres mittleres
Uberleben aufweisen (108 Monate) als Patienten mit einem AFP-Wert < 100 IU/mL
(70 Monate), was sich auch in einem deutlich schlechteren 10-Jahres Uberleben (AFP
< 100 IU/mL: 56 %; AFP > 100 IU/mL: 25 %) und einem um den Faktor 2,17 erhéhtem
Hazard Ratio wiederspiegelt (Tabelle 34, Abbildung 51 rechts).

Tabelle 34: Uberleben und Hazard Ratios der HCC-Patienten unter Beriicksichtigung der
AP-und AFP-Werte vor der Lebertransplantation.

Ubersicht {iber das mittlere Uberleben (Log-Rank-Test) sowie die Hazard Ratio (Cox-Regression) der
HCC-Patienten in Abh&ngigkeit des Tumorstadiums, des préa-operativen AP- bzw. des AFP-Levels vor der
Transplantation, sowie die Kombination derselben. Es wurde ein Signifikanzniveau von P < 0,05
festgelegt.

Patienten U'\ggtrlleer;esn P COEF B P Hazard
0 i 0 . .

n (%) (Monate) (Log-Rank) (95% ClI) (Cox Regression)] Ratio
a-fetoprotein - alcalic
phosphatases
AFP <100 IU/mL /
AP < 100 U/L 25 (19) 118 L
AFP > 100 IU/mL / 13 (10) 92 0.963 (-0.360 — 1.196) 0.292 2.62
AP < 100 U/L 0.001
AFP <100 IU/mL/ '
AP > 100 U/L 71 (54) 102 1.314 (-0.060 — 1.201) 0.076 3.72
AFP > 100 IU/mL /
AP > 100 U/L 23 (17) 52 2.241 (0.327 — 1.620) 0.003 9.40
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Auch hinsichtlich der Vorhersage des post-operativen Uberlebns der Patienten lasst
sich durch die Kombination verschiedener Laborwerte eine Verbesserung erreichen.
Patienten die pra-operativ sowohl einen AP-Wert < 100 U/L als auch einen AFP-Wert <
100 IU/mL aufwiesen, zeigten ein mittleres Uberleben von 118 Monaten mit einer
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 85 %. Dahingegen hatten Patienten, die einen
dieser beiden Werte oberhalb des entsprechenden Schwellenwertes aufwiesen, ein
mittleres Uberleben zwischen 92 (AFP > 100 IU/mL) und 102 Monaten (AP > 100 U/L)
und eine 10-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit von 65 % (AFP > 100 IU/mL) bzw.
52 % (AP > 100 U/L). Patienten mit beiden Werten oberhalb dieses Schwellenwertes
(AFP > 100 IU/mL und AP > 100 U/L) zeigten ein signifikant geringeres mittleres
Uberleben von nur noch 52 Monaten und ein 10-Jahres-Uberleben von unter 17 %
(Tabelle 34, Abbildung 52), was sich in einer 9,4-fach erhéhten Hazard Ratio flr

Mortalitat wiederspiegelt.
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Abbildung 52: Einfluss der pré-operativen AP- und AFP-Werte der HCC-Patienten auf das
post-operative Uberleben nach Lebertransplantation.

Kaplan-Meier Uberlebenskurven der HCC-Patienten in Abhangigkeit des pra-operativen AP- sowie AFP-
Wertes. Die statistische Analyse erfolgte mittels Log-rank-Test mit Welch-Korrektur, wobei ein
Signifikanzniveau von P < 0,05 als statistisch signifikant beurteilt wurde.
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4 Diskussion

4.1 Die verminderte Expression von TRAIL im HCC hat Einfluss auf
das Tumorwachstum, die Rekurrenz und das Uberleben der

Patienten

Das TRAIL-Rezeptor-Liganden-System spielt eine wichtige Rolle bei der Pathogenese
von Lebererkrankungen (Herr et al., 2007; Strater et al., 2002), was zu einer
genaueren Betrachtung der TRAIL-induzierten Apoptose in Zusammenhang mit der
Hepatokarzinogenese gefuihrt hat. Die Expression der TRAIL-Rezeptoren steht dabei
sowohl mit der Prognose des HCCs als auch mit der Entwicklung von Tumorrezidiven

in Zusammenhang (Caydn et al., 2008; Takeda et al., 2001b).

Die Eigenschaft von TRAIL, in Tumorzellen Apoptose auszulésen unter gleichzeitiger
Schonung des gesunden Gewebes, lie3 ein therapeutisches Potenzial von TRAIL
vermuten (Cha et al., 1999). Es wurden zum Einen Antikérpern gegen die TRAIL-
Rezeptoren DR4 und DR5 entwickelt (Johnstone et al., 2008; Stagg et al., 2008), zum
Anderen wurde TRAIL als Vvielversprechendes Additiv oder als alternative

therapeutische Strategie diskutiert (Falschlehner et al., 2009).

Der Ausfall der TRAIL-induzierten Apoptose in Tumorzellen durch den Verlust der
TRAIL-Rezeptoren oder der TRAIL-Rezeptor-Liganden-Interaktionen hat einen
mafgeblichen Einfluss auf die Entstehung und Entwicklung von Tumoren (McCarthy et
al., 2005b; Walczak, 2013). Hierbei zeigten Untersuchungen an TRAIL-defizienten
Mausen vor allem einen verstarkenden Einfluss auf die Progression der
Tumorerkrankungen (Grosse-Wilde et al., 2008). In vitro Studien konnten auch die
Bedeutung des TRAIL-Liganden fur die Apoptose in Hepatomzellen aufzeigen (Herzer
et al., 2005a), die genaue Rolle von TRAIL bei der Entstehung und Entwicklung des
HCCs wurde bisher jedoch nicht untersucht. Auch wurde die Bedeutung von TRAIL als
prognostischer Indikator im Zusammenhang mit dem HCC bisher noch nicht néher

betrachtet.

Die in diese Arbeit durchgefuihrten Untersuchungen zeigen eine signifikant geringere
TRAIL-Expression im HCC-Gewebe verglichen mit dem tumorumgebenen Gewebe.
Die TRAIL-Expression in Lebergewebe von Patienten, die kein HCC hatten, zeigten
dabei das gleiche Level wie im tumorumgebenen Lebergewebe der HCC-Patienten
(3.1.1, Abbildung 11). Dies fuhrte zu der Annahme, dass der Verlust der TRAIL-

Expression die Tumorentwicklung unterstiitzt. Bei separater Betrachtung der Patienten
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hinsichtlich ihrer Lebererkrankung zeigte sich, dass nur NASH-Patienten Unterschiede
zwischen dem NTL der nicht-HCC-Patienten und dem tumorumgebenen Lebergewebe
der HCC-Patienten aufwiesen. Die TRAIL-Expression in NASH-Patienten mit HCC ist
dabei signifikant geringerer im Vergleich zu NASH-Patienten ohne Tumor. Zwei
vorherige Studien konnten in diesem Zusammenhang zwar eine erhthte Expression
der TRAIL-Rezeptoren bei NASH nachweisen (Cayén et al., 2008; Farrell et al., 2009)
wobei der TRAIL-Ligand jedoch nicht naher untersucht wurde. Im Gegenteil dazu
zeigten Patienten mit verringerter TRAIL-Expression eine Pradisposition fiur HCC, vor
allem in Kombination mit den prakarzinogenen Bedingungen der NASH. Durch das
ohnehin schon erhéhte Risiko der NASH-Patienten fiir die Entwicklung eines HCCs
auch weit vor der Entwicklung einer Leberzirrhose (Ertle et al., 2011), wirden NASH-
Patienten mit verminderter TRAIL-Expression von der Behandlung mit TRAIL-
induzierenden Substanzen wie beispielsweise IFN profitieren, um die Entstehung eines
HCC zu vermeiden (Guo et al., 2004; Llovet and Bruix, 2008; Merchant et al., 2004).
Auch wenn angenommen wird, dass ein Grof3teil der primaren Lebertumore auf dem
Boden chronischer Lebererkrankungen und Zirrhosen entsteht (Schattenberg et al.,
2011), konnte der Verlust der TRAIL-Expression in einen allgemeinen Prozess

involviert sein der zu Lebererkrankungen fiihrt.

Patienten mit anderen Lebererkrankungen zeigten keinen so deutlichen Unterschied
der TRAIL-Expression zwischen dem Lebergewebe der Patienten mit und ohne HCC.
Der Unterschied zwischen dem Tumor und dem tumorumgebenen Lebergewebe der
HCC-Patienten ist jedoch unabhangig von der zu Grunde liegenden Lebererkrankung.
Es ist allgemein bekannt, das chronische Infektionen mit viralen Hepatitiden (HBV,
HCV) den groR3ten Risikofaktor fir die HCC-Entstehung darstellen und fur 80 % der
weltweiten HCC-Erkrankungen verantwortlich sind. Hierbei wird angenommen, dass
die HCC-Entstehung durch virale Hepatitiden auf Grund der Kombination von zwei
verschiedenen Mechanismen ausgeldst wird (Herzer et al., 2007). Zum Einen fuhrt die
Infektion mit viralen Hepatitiden zu einer vermehrten Lyse der Hepatozyten sowie der
Stimulation der Mitose, was weitere Ereignisse auslost, die zu einer Transformation der
Leberzellen fihren kdnnen. Zum Anderen ist eine erhdhte Fluktuation der Hepatozyten
zu beobachten, was Uber die Aktivierung von Faktoren der Leberregeneration vermittelt

wird.

Praliminierte Analysen legen nahe, dass die Infektion humaner Hepatomzellen mit
HCV-Replikon zu einer Sensibilisierung der Zellen hinsichtlich der TRAIL-induzierten
Apoptose fuhrt. Die in dieser Arbeit dargestellte Reduktion der TRAIL-Expression in
HCV-assoziierten HCCs bestatigt die Hypothese, dass der Verlust der TRAIL-
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Expression einen Vorteil fir das Tumorwachstum darstellt. Der Verlust von TRAIL in
einem fortgeschritteneren Stadium des HCCs koénnte zudem ein zunehmend
aggressives Wachstum des Tumors bedingen. In diesem Zusammenhang unterstiitzen
die hier beschriebenen Ergebnisse die Hypothese, dass der Verlust der TRAIL-
Expression nicht nur die Bildung eines HCCs beglnstigt, sondern vor allem die
Tumorprogression fordert, da es zu einer Stérung der auto- sowie parakrinen Induktion
der Apoptose kommt. Diese Uberlegungen werden durch Studien bestétigt, die eine
Assoziation von TRAIL mit der Immun-vermittelten Tumor-Surveillance untersucht
haben (Ohira et al., 2006; Takeda et al., 2002). Der protektive Effekt von TRAIL konnte
zum Teil auf tumorinfiltrierende NK Zellen zurtickgefuhrt werden, da bei Abwesenheit
von TRAIL oder NK-Zellen Tumore mit Sensitivitat zu TRAIL-vermittelter Apoptose
zunahmen. Weiterhin zeigte sich, dass die Gabe von TRAIL-neutralisierenden
Antikoérpern die Bildung von Sarcomen beglinstigte, was bestétigt, dass der Verlust der

TRAIL-Expression die Tumorprogression beginstigen kann.

Die Korrelation der TRAIL-Expression mit Charakteristika des HCCs zeigen die
klinische Relevanz der unter 3.1.1 beschriebenen Ergebnisse auf. Die TRAIL-
Expression ist nicht nur mit der TumorgroRe bzw. Ausdehnung des HCCs assoziiert,
sondern zeigt auch eine signifikante Korrelation mit dem Differenzierungsgrat des
Tumors (3.1.1, Abbildung 13). Daher scheint Lebergewebe mit einer gestdrten oder
verminderten TRAIL-Expression eine Umgebung zu schaffen, die einen klaren
Wachstumsvorteil fur die Progression des HCCs darstellt. Diese Uberlegungen werden
auch dahingegen bestatigt, dass eine Verminderung der TRAIL-Expression in
Hepatomzellen zu einer Erhdhung der Migrationsfahigkeit fuhrt (3.1.2, Abbildung 15).
Die Untersuchung der Kklinischen Relevanz der TRAIL-Expression zeigt den
prognostischen Wert des TRAIL-Expressionslevels im Tumor fur das Outcome der
Patienten auf. Die TRAIL-Expression eignet sich daher als Pradiktor fur die
Wahrscheinlichkeit der HCC-Rekurrenz und auch das Uberleben der Patienten (3.1.3,
Abbildung 17, Abbildung 18). Eine normale TRAIL-Expression im HCC scheint einen
positiven Effekt auf die Tumorerkrankung und somit auch auf das post-operativen
Uberleben der Patienten das zu haben. Weiterfiihrend konnten daher Patienten mit
geringer TRAIL-Expression von Therapien profitieren, die zu einer Induktion der
TRAIL-Expression fuhren (Colombo et al.,, 2013; Herr et al.,, 2007; Llovet and Bruix,
2008).
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4.2 Eine Sequenzvariation in der GATA-1 Bindungsstelle des
humanen TRAIL-Promotors fihrt zu einer Dysregulation der

TRAIL-Expression.

Die Entstehung und Entwicklung eines HCCs ist mit verschiedenen genetischen
Veranderungen verbunden. Neben Chromosomenabberation (Hoshida et al., 2010),
Mutationen in Tumorsuppressorgenen wie p53, Ras oder c-Met (hepatocyte growth
factor) (Boix et al., 1994; Oda et al., 1992; Tsuda et al., 1989) spielt auch der Verlust
der Heterozygositat (Weinberg, 1995; Zhang et al., 1994) sowie die Mikrosatelliten-
Instabilitdt (Salvucci et al., 1999) eine wichtige Rolle bei dieser Entwicklungen. Die
meist individuelle Kombination dieser Ereignisse oder auch die Beobachtung von

multiallelen Deletionen macht das HCC zu einer komplizierten Erkrankung.

Neben diesen pathogenen Veranderungen, die meist im Verlauf der
Krankheitsprozesse auftreten, spielen auch SNPs (single nucleotide polymorphism) bei
der Entstehung und Progression von Tumorerkrankungen eine wichtige Rolle. SNPs
sind Einzelnukleotid-Variationen innerhalb des Genoms die einer heterogenen
Verteilung unterliegen und deren Allelvariationen haufiger als 1 % vorkommen (Berthier
et al., 2005). SNPs in kodierenden Bereichen der DNA kénnen zu strukturellen und
teilweise auch funktionellen Veranderungen der betroffenen Proteine fiihren (Al-Haggar
et al., 2012; Kimchi-Sarfaty et al., 2007) oder durch die Einfihrung oder Zerstdérung von
Stoppcodons das Expressionsmuster der Proteine verandern (Cordovado et al., 2012).
Es hat sich zum Einen gezeigt, dass eine gro3e Anzahl an Erkrankungen mit dem
Auftreten von SNPs assoziiert ist (Chang and Kan, 1979; Hamosh et al., 1992; Ingram,
1956), zum Anderen aber auch ein Zusammenhang von SNPs mit dem Metabolismus
verschiedenster Substanzen besteht (Goldstein, 2001; Lee, 2004; Yanase et al., 2006).
So konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass SNPs des IL28B Gens die
Wirksamkeit der IFN-a basierten HCV-Therapie beeinflussen kénnen (Thomas et al.,
2009).

Weiterfihrende Analysen konnten auch einen Einfluss von SNPs auf die Entstehung
und Entwicklung eines HCCs nachweisen (Jin et al., 2011; Wang et al., 2013; Xu et al.,
2013), wobei auch Auswirkungen auf das Uberleben der Patienten zu beobachten
waren (Sumbdl et al., 2012). So zeigte sich, dass ein SNP im Osteopontin Promotor
von HCC-Patienten nicht nur einen entscheidenden Einfluss fur die
Osteopontinexpression an sich, sondern auch auf die Progression des Tumors und das
Uberleben der Patienten hatte (Dong et al., 2013).
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In diesem Kontext erfolgte die Analyse der Nukleotidsequenz des humanen TRAIL-
Promotors um zu untersuchen, ob die unter 3.1.1 dargestellte Verminderung der
TRAIL-Expression im HCC mit Sequenzvariationen innerhalb der Promotorregion in
Zusammenhang steht. Wie unter 3.2.1 beschrieben zeigen sich in der hier
dargestellten Analyse drei Sequenzvariationen innerhalb der TRAIL-Promotorregion,
die sowohl im Tumorgewebe als auch im tumorumgebenen Lebergewebe der HCC-
Patienten zu beobachten sind. Die an Position -1453 beobachtete Sequenzvariation -
1453T/C ist mit einer Haufigkeitsverteilung von 69/31 % zu beobachten, die
Sequenzvariation -1136A/G zeigt eine Verteilung von 57/43% und die
Sequenzvariation -966A/C zeigt eine Frequenz von 80/20 % innerhalb des

dargestellten Patientenklientels (Abbildung 20).

Die durchgefihrten in silico Analysen ergaben weder eine Ubereinstimmung einer
Transkriptionsfaktorbindungsstelle mit dem einen noch mit dem anderen der beiden
Allele der Sequenzvariation -966A/C des humanen TRAIL-Promotors. Aus diesem
Grund wurde diese Sequenzvariation in den nachfolgenden Analysen nicht weiter
berticksichtigt, da ein Zusammenhang mit der Fragestellung hinsichtlich
Sequenzvariationen in regulatorischen Bereichen des TRAIL-Promotors nicht gegeben
ist. Es ist bekannt, dass SNPs in nicht-kodierenden Bereichen der DNA eine Rolle bei
der Regulation der Chromatinstruktur spielen kénnen (Huang et al., 2012) und so einen
Einfluss auf das Krebsrisiko darstellen (Li et al., 2014), sodass es von Interesse sein
konnte, die diagnostische Funktionalitat dieser Sequenzvariation fiir die Prognose des

HCCs oder anderer Lebererkrankungen naher zu untersuchen.

Bei der genaueren Untersuchung der Sequenzvariation -1136A/G zeigte sich, dass
diese innerhalb einer HoxD9/10 Bindungsstelle liegt, die im Falle des A-Allels intakt ist
und im Falle des G-Allels eine Deletion dieser Bindungsstelle aufweist. Die Korrelation
der TRAIL-Expression im Lebergewebe der HCC-Patienten mit dieser
Sequenzvariation zeigt, dass kein Zusammenhang zwischen der -1136A/G
Sequenzvariation und der Expression von TRAIL im Lebergewebe zu beobachten ist.
Die genauere Untersuchung dieser Bindungsstelle in in vitro Analysen konnte diese
Beobachtung bestéatigen und zeigen, dass die Funktionalitdt des humanen TRAIL-
Promotors keinen Funktionalitatsunterschied zwischen den Allelen der -1136A/G

Sequenzvariation aufweist (3.2.3, Abbildung 27).

Die Sequenzvariation -1453T/C im humanen TRAIL-Promotor ist innerhalb einer
GATA-1 Bindungstelle lokalisiert, wobei es im Falle des C-Allels zu einer Deletion

dieser Transkriptionsfaktorbindungsstelle kommt. Die Betrachtung der TRAIL-
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Expression in Abhéngigkeit von der Sequenz innerhalb dieser GATA-1 Bindungsstelle
zeigt, dass die TRAIL-Expression im Lebergewebe von HCC-Patienten zwischen
beiden Allelen der -1453T/C Sequenzvariation signifikant unterschiedlich ist (3.2.2,
Tabelle 27). Es zeigt sich, dass der Verlust der GATA-1 Bindungsstelle im humanen
TRAIL-Promotor durch die GATA-1"° Sequenzvariation zu einer verminderten
Expression von TRAIL fuhrt (3.2.2, Abbildung 22). Diese Uberlegung lasst den Schluss
zu, dass die GATA-1"C Sequenzvariation fiir eine verminderte Expression von TRAIL
im HCC verantwortlich ist, was die Anfalligkeit fir Tumorerkrankungen erhéhen kénnte.
Diese Uberlegungen lassen sich durch die in dieser Arbeit vorgestellten in vitro
Untersuchungen bestadtigen. Es zeigt sich, dass die Deletion der GATA-1
Bindungsstelle im humanen TRAIL-Promotor durch die Einfihrung einer
Punktmutation, mit dem Ergebnis der in Patienten zu beobachtenden GATA-1™°
Sequenzvariation, zu einer Beeintrachtigung der TRAIL-Regulation fihrt (3.2.4). Die
Deletion der GATA-1 Bindungsstelle fuhrt bei der IFN-vermittelten TRAIL-Expression
zu einer deutlichen Abnahme der Induzierbarkeit des humanen TRAIL-Promotors, mit
der Konsequenz der bereits unter 4.1 beschriebenen verminderten TRAIL-vermittelten
Apoptoseinduktion. Die wesentliche Expression von TRAIL erfolgt auf der Oberflache
von Immunzellen (Halaas et al., 2000; Ho et al., 2011; Modur et al., 2002; van
Grevenynghe et al., 2011), vor allem im Zusammenhang mit der IFN-vermittelten
Immunantwort (Gong and Almasan, 2000), sodass eine Storung der IFN-vermittelten
TRAIL-Induktion und damit der Verlust der Tumor-Surveillance durch
Sequenzvariationen innerhalb des TRAIL-Promotors einen entscheidende Vorteil fur
die Tumorentwicklung darstellen wirde (Fanger et al., 1999). Diese Uberlegungen
werden durch die Korrelation des Differenzierungsgrats des HCCs mit der Deletion
dieser GATA-1 Bindungsstelle im humanen TRAIL-Promotor weiter bestatigt. Im
Patienten zeigt sich, dass der Verlust der GATA-1 Bindungsstelle im humanen TRAIL-
Promotor mit einer fortgeschritteneren Tumorerkrankung, also einem schlechteren
Differenzierungsgrad des HCCs korreliert (3.2.2, Abbildung 23). Der unter 4.1 bereits
beschriebene Einfluss von TRAIL auf die Progression des HCCs sowie auf das
Migrationsverhalten von Hepatomzellen zeigt in diesem Zusammenhang auch, dass
eine verminderte TRAIL-Expression zu einer unkontrollierten Proliferation fiihren kann,
was wiederum die Entstehung und vor allem aber die Entwicklung und Progression des

Tumors unterstiitzen wirde.

98



Diskussion

4.3 Der Verlust des Tumorsuppressors PML im HCC begunstigt die
(HCV-assoziierte) Hepatokarzinogenese und ist bei der
Regulation der TRAIL-Expression von entscheidender

Bedeutung.

Das PML-Protein ist ein Tumorsuppressor (Chen et al., 2012), der durch die
Modulation der p53-Acetylierung und Aktivierung (Pearson et al., 2000) und der
Beteiligung an Rb-Protein-abhangigen Mechanismen (Bischof et al., 2002; Mallette et
al., 2004) ein wichtiger Regulator der zellularen Seneszenz ist, und zudem durch die
Inhibition des Akt-mTOR-Signalwegs (Bernardi et al., 2006; Trotman et al., 2006) auch
bei der Regulation der Neoangiogenese beteiligt ist. PML-NBs sind zudem an der
Regulation von DNA-Reparaturmechanismen beteiligt (Dellaire et al., 2006; Dellaire
and Bazett-Jones, 2004). PML-defiziente Mause weisen daher nicht nur eine erhdhte
Sensitivitat fir die induzierte Karzinogenese auf (Wang et al., 1998a, 1998b), sondern

sind auch anfalliger fur bakterielle Infektionen (Lunardi et al., 2011).

Die Protein-Expression von PML ist in einer Vielzahl von Tumoren unterschiedlichster
Entitat vermindert (Gurrieri et al., 2004), was durch unsere bisherigen Untersuchungen
(Herzer et al., 2013) auch fir das HCC bestétigt werden kann. Die Verminderung der
PML-Expression im HCC ist dabei nicht durch genregulatorische Mechanismen zu
erklaren, da kein Unterschied der PML-mRNA-Expression im Tumor- und
tumorumgebenen Lebergewebe der HCC-Patienten zu beobachten ist (Abbildung 34).
Die hier dargestellten Ergebnisse ergdnzen diese Beobachtungen und zeigen zudem,
dass die Inhibition des Proteasoms zu einer Anreicherung des PML-Proteins fihrte
(Abbildung 35), sodass davon ausgegangen werden kann, dass die verminderte PML-
Expression im HCC durch eine verstarkte Degradation des Proteins Uber Proteasom-

abhangige Mechanismen hervorgerufen wird.

In Migrationsassays hat sich gezeigt, dass eine verminderte PML-Expression nicht nur
zu einer Erhéhung des Karzinogenesepotentials (Abbildung 38) sondern auch zu
einem erhdhten Migrationsverhalten der Hepatomzellen fihrt (Abbildung 37). Diese
Beobachtungen decken sich mit klinischen Daten, die zeigen konnten, dass eine
Verminderung der PML-Expression im HCC zum Einen zu einer Erhéhung der
Proliferationsrate und zum Anderen zu einer verminderten Apoptose fuhrt (Herzer et
al., 2013). Diese Ergebnisse erganzen vorausgehende Studien zum Einfluss von PML
auf das Migrationsverhalten von Mammakarzinomzellen (Reineke et al., 2010) und

bestatigen daher die Tumorsuppressor-Funktion des PMLs. Der unter 3.3.3
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beschriebene Einfluss von PML auf die TRAIL-Expression der Leber, vor allem auch in
Hepatomzellen, zeigt, dass PML nicht nur in Zusammenhang mit einer IFN-a
vermittelten TRAIL-Expression Einfluss auf die Apoptose-Regulation nimmt (Crowder
et al., 2005; Herzer et al., 2009), sondern diese auch vollkommen unabhangig von
aulleren Stimuli beeinflussen kann. Die Tatsache, dass eine verminderte Expression
von PML im HCC zu einer Reduktion der TRAIL-Expression fihrt (Abbildung 39,
Abbildung 42), lasst vermuten, dass der unter 4.1 diskutierte Zusammenhang der
TRAIL-Expression mit der Progression des HCCs mit einer Beteiligung von PML
einhergeht. Diese Schlussfolgerungen werden durch eine Studie zum Mammakarzinom
gestitzt, die zeigen konnte, dass die PML-Expression mit der Tumorrekurrenz, der

Anzahl an p53-Mutationen sowie der Prognose korreliert (Carracedo et al., 2012).

Wie bereits unter 4.1 naher erlautert wurde, spielt die HCV-Infektion eine wesentliche
Rolle bei der Entstehung eines HCCs (Moudgil et al.,, 2013). Untersuchungen an
transgenen Mausen zeigen den direkten Einfluss von HCV auf die Entstehung und
Entwicklung eines HCCs, auch wenn noch weitere Faktoren, wie beispielsweise eine
chronische Inflammation beteiligt zu sein scheinen (Washburn et al.,, 2011). Die
Expression des HCVcore-Proteins steht ebenfalls mit der Entstehung von HCC in
Zusammenhang (Moriya et al., 1998) und wird durch den direkten Zusammenhang
zwischen der Aktivitat von PML und der Interaktion des HCVcore-Proteins mit den
PML-NBs bestatigt (Herzer et al., 2005b). Die aus dieser Interaktion resultierende
Inhibition der PML-Funktionalitdt kann die Entstehung eines HCCs begiinstigen.
Neuste Studien bestatigen in diesem Zusammenhang den Einfluss von PML auf die
HCV-Replikation (Kuroki et al., 2013) und zeigen so neue Mechanismen auf, durch die
PML die Progression der HCV-Erkrankung beeinflussen konnte. Wie bereits zuvor
beschrieben, fuhren sowohl die PML-Defizienz als auch die Expression der HCV-
Proteine an sich bereits zu einer Zunahme der chemisch induzierten
Hepatokarzinogenese, was durch die Kombination dieser onkogenen Bedingungen
noch weiter gesteigert werden kann (Herzer et al., 2012). In diesem Zusammenhang
geben die unter 3.3.4 dargestellten Untersuchungen einen tieferen Einblick in die
molekularen Zusammenhange der HCV-assoziierte Hepatokarzinogenese. Anders als
bei der chemisch induzierten Hepatokarzinogenese entwickelten weder PML-defiziente
noch HCV-transgene Mause innerhalb von 12 Monaten spontane Lebertumore
(Tabelle 28). Im Gegensatz dazu zeigen die hier dargestellten
Langzeituntersuchungen, dass die Kombination der PML-Defizienz mit der Expression
der HCV-Proteine in 40 % der M&use in einer spontanen Hepatokarzinogenese

resultiert, was die Vermutung stiitzt, dass HCV bei der neoplastischen Formation eine
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Rolle spielt (McGivern and Lemon, 2011) und dies Uber einen PML-vermittelten
Mechanismus erfolgt.

Diese  Uberlegungen werden durch die unter 3.3.4 beschriebenen
Genexpressionsanalysen  weiter  gestutzt. Die groRe  Ahnlichkeit  der
Genexpressionsmuster in Lebern von HCV-transgenen und PML-defizienten Mausen
(Abbildung 45) zeigt, dass die karzinogene Wirkung von HCV unter anderem darauf
zuriick zu fuhren sein konnte, dass es die natirliche Funktionalitdt von PML und somit
auch dessen tumorsuppressive Aktivitat inhibiert. Diese Uberlegungen werden zum
Einen durch frihere Arbeiten bestatigt, die zeigen konnten, dass die Interaktion des
HCVcore-Proteins mit PML zu einer Inhibition der PML-vermittelten Apoptose von
Hepatomzellen fuhrt (Herzer et al., 2005b). Zum Anderen kommt es in HCV-transgene
M&ause mit gleichzeitiger PML-Defizienz durch die Kombination dieser beiden
onkogenen Situationen nicht zu einer Addition sondern zu einer Verminderung der
beobachteten Effekte, sodass sich das Genexpressionsmuster der Lebern dieser
Mause wieder deutlich dem Genexpressionsmuster von WT- Mausen annéhert.
Zusammenfassend kann daher davon ausgegangen werden, dass die
Transformationsaktivitat und somit auch onkogene Funktion von HCV Uber PML-

vermittelte Mechanismen verlauft (Moriya et al., 1998; Ray et al., 1996).

Die in Abbildung 46 und Tabelle 32 dargestellten Ergebnisse zeigen bereits vor der
Entwicklung von Lebertumoren eine Vielzahl von genetischen Veranderungen in der
Leber. Die Genexpressionsprofile der Lebern von gesunden HCV-transgenen PML-
defizienten Mausen (NTL) und dem tumorumgebenen Gewebe der tumortragenden
Mause (TST) zeigen deutliche Unterschiede im Bereich der Immunantwort (z.B. miRNA
146a), Veranderungen in metabolischen Signalwegen (z.B. Cholin Kinase A) sowie
verschiedenen Zellzyklusprozessen (z.B. Growth arrest and DNA damage-inducible
protein 45 y). Dadurch, dass diese Unterschiede zwischen dem tumorumgebenen
Gewebe der tumortragenden Méause und dem Lebergewebe der gesunden Mause zu
beobachten sind, also bereits vor der Entwicklung des Gewebes zum Tumor auftreten,
stellt sich die Frage, ob diese Veréanderungen zu einen karzinogenese fdrdernden
Milieu innerhalb der Leber beitragen. Diese Uberlegungen werden durch die direkte
Verbindung zwischen der Immunantwort und der Entstehung bzw. Entwicklung von
Tumoren bekréftigt (Balkwill and Mantovani, 2001; O’Byrne and Dalgleish, 2001),
sowie den in Verbindung mit der Karzinogenese haufig zu beobachtenden
Veranderungen in metabolischen Stoffwechelswegen (Levin and Gevers, 1981a,
1981b). Kommt es aber, beispielsweise im Zusammenhang mit Entziindungsprozessen

oder DNA-Schaden, zu Fehlregulationen von Zellzyklusproteinen, kénnte dies in einer
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erhohten Fluktuation der Leberzellen resultieren, was wiederum die Akkumulation von
genetischen und epigenetischen Veradnderungen unterstitzt (Levrero, 2006). Diese
Uberlegungen werden durch Untersuchungen gestiitzt, die zeigen konnten, dass
inflammatorische Reaktionen durch virale Transaktivierung oder andere Leberschaden
zu einer Veranderung von epigenetischen Mechanismen fihren kénnen, sodass es,
wie am Beispiel des IGF-2, zu einer Veranderung des Methylierungsmusters kommt
(Feitelson et al., 2004). Daraus konnte, wie im Falle des IGF-2, eine Uberexpression
und somit eine erhthte Proliferation (Schirmacher et al., 1992) mit gleichzeitiger
Apoptoseinhibition (Lund et al., 2004) resultieren, was wiederum die HCC-Entstehung

beginstigen kann (Cariani et al., 1988).

Die unter 3.3.4.3 dargestellten Verdnderungen des Genexpressionsprofils zwischen
dem Tumorgewebe (TT) und dem tumorumgebenen Gewebe der Mause (TST)
bestatigen die Komplexitat der genetischen Veranderungen, die im Verlauf der HCC-
Entstehung zu beobachten sind (Chung et al., 2002; Kim and Wang, 2003; Staib et al.,
2003; Wang et al., 2002). Diese regulatorischen Veranderungen sind unter anderem
fir Gene innerhalb der Zellzyklusregulation (N-a-Acetyltransferase 25) oder
Apoptoseinduktion (MiIRNA 192) zu beobachten (Feng et al., 2011; Starheim et al.,
2008). Dabei zeigen sich zum Einen Veranderungen in Genen oder miRNAs deren
onkogene Funktionen bereits fiir andere Tumorentitaten als das HCC bekannt sind
(Deshpande et al., 2013), zum Anderen aber auch Veranderungen der Expression von
Genen, die bisher nicht mit pathologischen oder karzinogenen Erkrankungen in
Zusammenhang gebracht werden konnten. Diese hier neu identifizierten Gene kénnen
als mogliche Marker fir die HCC-Diagnose, aber auch als Pradiktoren fur das
Therapieansprechen oder Outcome der Patienten in Betracht gezogen werden (Chang
et al., 2011; Ma et al., 2014; Quetglas et al., 2014; Scaggiante et al., 2014).
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4.4 Die pra-operativen Glutamatdehydrogenase- und Alkalische
Phosphatase-Werte eignen sich als unabhéangige Pradiktoren
fur die Rekurrenz und das Uberleben von HCC-Patienten nach

der Lebertransplantation.

Der pathologische Status des HCCs korreliert mit dem Risiko der HCC-Rekurrenz und
damit auch dem post-operativen Uberleben der Patienten nach einer
Lebertransplantation. Die bis dato sehr schlechte Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Patienten, die auf Grund eines HCCs lebertransplantiert wurden, konnte durch die
Einfihrung der MILAN-Kriterien deutlich verbessert werden. Hierbei konnte ein 5-
Jahresuberleben von mehr als 70 % erreicht werden (Bruix et al., 2011, 2005; EASL-
EORTC, 2012; Kudo et al., 2011), was den zu erwartenden Uberlebensraten von
Patienten entspricht, die auf Grund einer Leberzirrhose ohne HCC lebertransplantiert
werde (Figueras et al., 1997). Die Evaluation der Patienten anhand dieser Kriterien
ermdglicht somit eine gute Auswahl der Kandidaten, die von einer Lebertransplantation
profitieren wirden. Obwohl die Einfihrung der MILAN-Kriterien auch zu einer
Verringerung der Haufigkeit der HCC-Rekurrenz gefuhrt hat, gibt es immer mehr
Anzeichen dafur, dass eine Vielzahl von Patienten falschlicherweise von dieser
kurativen Therapie ausgeschlossen wurden, da sie auf Grund der Nichterfullung der
Kriterien nicht fiir eine Lebertransplantation zugelassen wurden (Lai and Lerut, 2014).
Eine Multicenter Studie hat in diesem Zusammenhang die
Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten nach der Lebertransplantation auf Grund
von HCC, auch bei Ausweitung der MILAN-Kriterien, untersucht und konnte zeigen,
dass bei Einhaltung der so genannte "rule of up to seven" (HCC mit einem Score von
7, berechnet aus der Summe der Tumore und der Spannweite des grofdten Tumors in
cm) das 5-Jahresiiberleben der Patienten bis zu 70 % erreichen konnte (Gugenheim et
al., 2013). Die anschliel3ende Entwicklung des Metroticket erméglicht die Berechnung
der 5-Jahresuberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten auf der Basis von
morphologischen und pathologischen Parametern (Anzahl der Tumore, Spannweite
des groften Knotens sowie der Status der vaskularen Invasion) des Tumors (Lei et al.,
2013; Raj et al., 2011). Bisher erfolgte jedoch keine Analyse zur Aussagekraft der
Leberwerte der Patienten fur die Vorhersage der post-operativen Tumorrekurrenz oder
des Uberlebens der Patienten nach der Lebertransplantation. Die hier dargestellte
Analyse zeigt, dass der gréf3te Anteil der HCC-Rezidive bereits in den ersten 12
Monaten nach der Lebertransplantation diagnostiziert wird, wobei die

Wahrscheinlichkeit zur Entwicklung eines HCC-Rezidives im zeitlichen Verlauf immer
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geringer wird und mehr als 24 Monate nach der Transplantation kaum noch Bedeutung
hat (Abbildung 47). Diese Beobachtungen stimmen mit friiheren Untersuchungen tber
ein, die zeigen konnten, dass mehr als 5 Jahre nach der Transplantation kaum noch
mit einer HCC-Rekurrenz zu rechnen ist (Roayaie et al., 2004), was die Uberlegung
zulasst, ob eine Verlangerung der Patientenkontrolle auf 3 Jahre nach der
Transplantation begrenzt werden kann und zu einer Verbesserung des Uberlebens der
Patienten fihrt (Castroagudin et al., 2012). Das hohe Risiko der friihen HCC-
Rekurrenz ist moglicherweise mit der hohen Dosis an immunosuppressiven
Therapeutika zu diesem Zeitpunkt assoziiert. Die HCC-Rekurrenz kénnte also nicht
ausschlieBlich mit tumor- oder patientenspezifischen Parametern assoziiert sein,
sondern auch mit der Wahl der immunsuppressiven Therapie nach der Transplantation
im Zusammenhang stehen. Obwohl bekannt ist, dass die post-operative
immunosuppressive Therapie der Patienten mit der Tumorentwicklung korreliert, gibt
es nur wenige Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses der unterschiedlichen
immunosuppressiven Therapie auf die HCC-Rekurrenz nach der Lebertransplantation
(Castroagudin et al.,, 2011; Schnitzbauer et al., 2011). Die hier dargestellten
Untersuchungen konnten zeigen, dass Patienten mit einer mTOR-Inhibitor basierten
immunosuppressiven Therapie (Everolimus) nach der Transplantation eine geringere
Inzidenz zur Rekurrenzentwicklung zeigten, als Patienten mit eine Calcineurin-Inhibitor
basierten Therapie (Cyclosporin A oder Tacrolimus). Da Everolimus erst seit November
2012 als immunosuppressive Therapie nach der Lebertransplantation zugelassen ist,
kann bisher nur eine geringe Patientengruppe mit diesem Therapieregime analysiert
werden, sodass eine allgemeine Interpretation der Ergebnisse nur bedingt moglich ist.
In der hier dargestellten Patientenkohorte fihrt die Kombination der Calcineurin-
Inhibitor basierten Therapie mit Mycophenolat-Mofetil (MMF) zu einer verringerten
Haufigkeit der HCC-Rekurrenz. Durch gegenteilige Beobachtungen in vorherigen
Untersuchungen (Vivarelli et al., 2010) wéare eine genauere Analyse an grof3eren
Fallzahlen zur Aufklarung des MMF-Einflusses auf die Entwicklung der HCC-Rekurrenz

notwendig.

Auch wenn die HCV-Infektion immer noch die haufigste Indikation zur
Lebertransplantation darstellt und auch die haufigste Ursache fir die Entstehung eines
HCCs ist (Bozorgzadeh et al., 2007; Waki et al., 2011), wird es durch die Entwicklung
der neuen hochpotenten HCV-Therapien in diesem Zusammenhang zu einem
Umbruch kommen (Muir, 2014). Zuséatzlich nimmt der Anteil an NASH-bedingter
Lebertransplantationen stetig zu (Wong et al., 2014). Neben der hohen Mortalitatsrate

und post-operativen Komplikationen der NASH-Patienten (Heuer et al., 2012), zeigen
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diese auch eine zunehmende Inzidenz bzgl. der HCC-Entstehung. Dabei stellt die hohe
Inzidenz an HCCs in nicht-zirrhotischen Lebern ein grof3es Problem dar (Ertle et al.,
2011). In der hier vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Anteil der NASH
als zu Grunde liegende Lebererkrankungen bei Patienten mit Rekurrenz am hdchsten
ist, sondern auch, dass NASH-Patienten das hdchste Rekurrenzrisiko haben (Tabelle
33). Durch metabolische Verdnderungen im Bereich der Insulinsensitivitat, der
Fettsaureoxidation sowie dem Lipidmetabolismus kénnten NAFLD-Patienten nicht nur
eine erhohte Anfalligkeit fur die Entstehung und Entwicklung eines HCC aufweisen,
sondern auch fir die Ausbildung einer post-operativen Tumorrekurrenz (Bechmann et
al., 2012). Durch die geringe Anzahl an NASH-Patienten in dem hier dargestellten
Patientenkollektiv, sollten diese Uberlegungen an einer groReren Anzahl von Patienten

naher betrachtet werden.

Die Analyse des Tumormarkers AFP und auch die des Tumorstadiums zeigen einen
unabhangigen Zusammenhang mit der Entstehung eines HCC-Rezidivs sowie der
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten. Diese Ergebnisse bestatigen die
Schlussfolgerungen anderer Studien (Dumitra et al., 2013; Grat et al., 2014; Wan et al.,
2014), die eine AFP-Konzentration von mehr als 400 IU/L sowohl als Schwellenwert fur
die Diagnose eines HCCs als auch fir die Vorhersage der HCC-Rekurrenz und dem
Uberleben der Patienten beschreiben. Im hier gezeigten Patientenkollekitv konnte
bereits eine signifikant héhere Rekurrenzwahrscheinlichkeit nachgewiesen werden,
wenn die Patienten ein AFP-Level von 100 IU/mL Uberschritten. Dieser Schwellenwert
des AFPs zum Zeitpunkt der Lebertransplantation fihrt zudem zu einer deutlichen
Verschlechterung des 10-Jahresiberlebens der HCC-Patienten (3.4, Tabelle 33).

In der hier vorgestellten Kohorte zeigt sich, dass Patienten mit post-operativer
Tumorrekurrenz signifikant hdhere AP- und GLDH-Werte zum Zeitpunkt der
Transplantation aufwiesen, als Patienten die im post-operativen Verlauf keine
Rekurrenz hatten (Abbildung 48). Im Umkehrschluss ergab sich zudem ein
Zusammenhang des pra-operativen GLDH-Wertes mit der Wahrscheinlichkeit der
Tumorrekurrenz (Abbildung 49) sowie eine Korrelation des pra-operativen AP-Wertes
mit dem Uberleben der Patienten nach der Transplantation (Abbildung 51). Die aus
diesen Beobachtungen entwickelten Vorhersagemodelle ermdglichten sowohl eine
genauere Prognose der Tumorrekurrenz sowie eine Vorhersage des post-operativen
Uberlebens der Patienten nach der Lebertransplantation. Die Kombination der pra-
operativen GLDH- und AFP-Werte zeigen eine Rekurrenzwahrscheinlichkeit von 83 %
bei gleichzeitiger Erhdhung beider Parameter, wohingegen die gleichzeitige

Verwendung der GLDH in Kombination mit dem Tumorstadium nur zu einer
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Vorhersage von 56 % der Rezidive fuhrt (Abbildung 50). Die Kombination der pra-
operativen GLDH-, AFP- und AP-Werte zeigt das beste Ergebnis. Die Erhéhung aller
drei Parameter zum Zeitpunkt der Transplantation erlaubte eine Vorhersage der post-
operativen Tumorrekurrenz in 100 % der Falle (Abbildung 50), was zu dem Schluss
fuhrt, dass die Einbeziehung dieser Werte der Patienten, zusatzlich zu den
morphologischen Kriterien, fir die Selektion der Patienten fir die Lebertransplantation
sinnvoll ware. Aktuelle Studien zeigen, dass hohe GLDH-Werte im Serum der Patient
vor allem in Lebererkrankungen mit vornehmlicher Nekrose der Hepatozyten auftreten,
wie beispielsweise toxischer Leberschadigung oder hypoxischen Lebererkrankungen
(O’Brien et al., 2002). Weiterhin kann der GLDH-Wert in der Klinik zur Unterscheidung
von akuter viraler Hepatitis, akuter toxischer Lebernekrose oder akuten hypoxischen
Lebererkrankungen eingesetzt werden (Schomaker et al., 2013) und die Einschéatzung
des HCC-Risikos vorhersagen (Wan et al., 2014). Die hier dargestellten Ergebnisse
ermoglichen auch eine Vorhersage des post-operativen Uberlebens der HCC-
Patienten nach der Lebertransplantation. Die Einbeziehung der pra-operativen AP-
Werte erlaubt eine bessere Unterscheidung zwischen Patienten, die fir eine
Lebertransplantation geeignet erscheinen und solchen, die mdglicherweise eher von

einer palliativen Therapie profitieren wirden.

Die wohl-Uberlegte Auswahl von Patienten die von einer Lebertransplantation
profitieren wirden, stellt den Schlissel fir den Erfolg dieser Therapie dar. Auch wenn
die Anzahl und GroRRe der Tumore eine gute Vorhersage des Transplantationserfolges
erlaubt, spielt auch die Morphologie und das Entwicklungsstadium des Tumors eine
entscheidende Rolle hinsichtlich des Verhaltens des Tumors (Roayaie and Roayaie,
2014). Umso wichtiger ist es, neue Parameter, die eine Selektion der Patienten fir die
Lebertransplantation ermdglichen, zu etablieren. Hierbei sollte vor allem die einfache
Erfassung der Parameter, was im hier dargestellten Fall gegeben ist, im Vordergrund
stehen, wobei auch eine Limitierung durch die Spezifitat und Sensitivitat bei der HCC-
Detektion beriicksichtigt werden muss. Die Kombination dieser Parameter mit den
morphologischen Kriterien fihrt dann zu einer verbesserten Prognose und somit auch
sinnvolleren Auswahl an Patienten, die von einer Lebertransplantation profitieren
wiirden. Doch obwohl diese Vorhersagemodelle hinsichtlich des Uberlebens der
Patienten immer besser und genauer werden, stellt sich die ethische Frage in wie weit
diese zur Selektion der Patienten eingesetzt werden konnen, da es keine vertretbare
Antwort auf die Frage gibt, ab wann die Uberlebensrate in Zusammenhang mit der
Heilungswahrscheinlichkeit des Patienten und dem herrschenden Organmangel einen

fur die Lebertransplantation akzeptablen Wert unterschreitet.
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45 Ausblick

Der Zusammenhang der TRAIL-Expression im HCC mit der Rekurrenz und auch dem
Uberleben der Patienten macht deutlich, dass TRAIL als prognostischer Marker fiir die
klinische Anwendung n&her in Betracht gezogen werden sollte. In diesem Kontext ist
es sinnvoll Methoden zu etablieren, die eine Quantifizierung der TRAIL-Expression aus
dem Serum der Patienten ermoéglichen und so die Ermittlung von spezifischen
Schwellenwerten der TRAIL-Expression in Abhéngigkeit des pathologischen Stadiums
und auch der dem HCC zu Grunde liegenden Lebererkrankung zulassen. In diesem
Zusammenhang sollte auch eine Ausweitung der Patientenkohorte angestrebt werden,
um die Datenqualitat auch in Bezug auf die prognostische Aussage der pra-operativen
GLDH- und AP-Werte hinsichtlich des Uberlebens bzw. der HCC-Rekurrenz nach der

Lebertransplantation zu verbessern.

Um die in vitro Untersuchungen hinsichtlich der migrationshemmenden Eigenschaften
von TRAIL weiter auszuarbeiten, kdénnten in vivo Analysen mit immundefizienten
Mausen genauere Aussagen dariber liefern in wieweit TRAIL das kanzerogene
Potential von Hepatomzellen verstarken kann. Zudem konnte die Modulation des
Immunsystems durch TRAIL induzierende Substanzen, wie beispielsweise IFN-a, dazu
verwendet werden um neue therapeutische Strategien zur HCC-Vorsorge oder auch

Therapie zu entwickeln.

Um die klinischen Implikationen der -1453 T/C Sequenzvariation im TRAIL Promotor zu
konkretisieren, soll die bestehende Patientenkohorte erweitert werden und ein
Zusammenhang mit der Atiologie der Lebererkrankung, dem Therapieansprechen
sowie dem Outcome der Patienten und der Rekurrenzwahrscheinlichkeit untersucht

werden.

Die hier dargestellten Genexpressionsanalysen verdeutlichen die Komplexitat, die in
Zusammenhang mit der Entstehung und auch Entwicklung des HCCs zu beobachten
ist. Durch die weiterfiihrende Untersuchung der hier identifizierten Gene oder miRNAs
konnen die dabei ablaufenden Mechanismen weiter charakterisiert werden und so

einen Aufschluss tber die Entstehung und Progression des HCCs geben.
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5 Zusammenfassung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen neue Mechanismen auf, die bei der

Entstehung und Entwicklung des HCCs von entscheidender Bedeutung sind.

Es wurde leberspezifische Laborparameter identifiziert, die als prognostische Marker
fur die Tumorrekurrenz und das Uberleben von HCC-Patienten nach einer
Lebertransplantation verwendet werden kdnnen. Die Kombination der pra-operativen
AP- bzw. GLDH-Werte der HCC-Patienten mit den AFP-Werten zum Zeitpunkt der
Transplantation erméglicht eine sehr genaue Vorhersage der Tumorrekurrenz. Die
Kombination der AP- und AFP-Werte erlaubt zudem eine Prognose des post-
operativen Uberlebens der Patienten, sodass die Auswahl der Patienten, die fiir eine
Lebertransplantation in Frage kommen maoglicherweise in Zukunft noch starker anhand

ihrer medizinischen Vorteile ausgewahlt werden kénnten.

Dartber hinaus ist auch das Expressionslevel des Tumorsuppressors TRAIL im HCC
als prognostischer Marker fir die post-operative Tumorrekurrenz und das Outcome der
Patienten geeignet. Eine Verminderung der TRAIL-Expression erhéht zudem die
Migrationsfahigkeit von Hepatomzellen, was die Entstehung und auch Entwicklung
eines HCC malfigeblich beeinflussen kann. Die Verminderung der TRAIL-Expression
im HCC ist auf die Sequenzvariation -1453T/C innerhalb des TRAIL-Promoters
zurickzufuhren. Die Nukleobase an dieser Position ist entscheidend fur die
Funktionalitat der Bindungsstelle flr den Transkriptionsfaktor GATA-1. Die TRAIL-
Expression in HCC-Gewebe ist ohne diese GATA-1 Bindungsstelle signifikant geringer
als in Patienten die diese Bindungsstelle besitzen. In nachfolgenden in vitro
Untersuchungen konnten gezeigt werden, dass der Verlust der GATA-1 Bindungsstelle
zu einer verminderten Funktionalitit des TRAIL-Promotors fuhrt, vor allem in

Zusammenhang mit der IFN-vermittelten Induktion der TRAIL-Expression.

Aus Vorarbeiten ist bekannt, dass die Expression des Tumorsuppressors PML uber
proteosomale Degradationsprozesse reguliert wird. Eine Verminderung der PML-
Expression fiuhrt sowohl in der murinen Leber als auch in humanen Hepatomzellen zu
einer Reduktion der TRAIL-Expression, was wiederum die Migrationsfahigkeit in
humanen Hepatomzellen beeinflusst. Dariber hinaus fihrt eine PML-Defizienz mit
gleichzeitiger Expression der HCV-Proteine zu einer verstarkten Lebertumorentstehung
in Mausen. Die Genarrayanalysen zeigen zudem weitere Ansatzpunkte auf, um die
molekularen Mechanismen der HCV-assoziierten HCC-Entstehung weiter zu

charakterisieren.
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Summary

6 Summary

The herein presented results reveal novel insights into mechanisms affecting the
development and growth of human HCC.

Clinical parameters were established with the potential to predict the risk of HCC
recurrence as well as patients’ survival after liver transplantation. The combination of
AP- and GLDH-values with AFP-levels at time of liver transplantation allowes an
accurate prediction of tumor recurrence. Furthermore, the combination of AP- and AFP
values enables the prognosis of HCC patients as to whether a patient would benefit

from this treatment or rather not.

In addition the expression level of the tumor suppressor protein TRAIL serve as a
predictive marker for the risk of HCC recurrence and the outcome for HCC patients
after liver transplantation. TRAIL-expression levels are a landmark feature of human
HCC, significantly influencing the migration potential of hepatoma cells and the
development and progression of HCC.

Impairment of TRAIL-expression has been shown to be caused by a sequence
variation between thymine and cytosine at position -1453 in the human TRAIL
promoter. The functionality of the GATA-1 transcription factor binding site in this
position depends on the presence of the nucleobase thymine. HCC tissue with this
‘loss of function’ GATA-1"° sequence variation is characterized by a significantly lower

1T/T

TRAIL expression than tissue which comprises an intact GATA- binding site. In vitro

TiC
1

analyses reveal an impaired function of the GATA-1"-containing human TRAIL

promoter with respect to migration and responsiveness to cytokines.

Supplementing previous work from our lab on the tumor suppressor protein PML, it
became now apparent that PML-expression is intimately connected with the TRAIL-
expression and, consecutively, with the migration potential of human hepatoma cells.
Moreover, PML-deficiency does, in conjunction with hepatitis C viral proteins, sensitize
liver cells in an oncogenic way to tumor development in mice. Further analyses by
gene expression arrays identified additional indicators for the more detailed
characterisation of molecular mechanisms involved in the development of HCV-

associated hepatocarcinogenesis.
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Anhang

8 Anhang

Anhang 1: Okuda Staging System.
Faktoren zur Klassifizierung der Erkrankung

Tumor GroRe > 50 % der Leber
Aszites

Albumin < 3 g/dL

Bilirubin > 3 mg/dL

Stadium | keine genannten Faktoren
Stadium Il 1-2 genannte Faktoren
Stadium IlI 3-4 genannte Faktoren

Anhang 2: RT-PCR Primer mit numerischer Darstellung der spezifischen Eichkurven.

Achsenabschnitt der

Steigung der

Gen Herstellernachweis/Sequenz ) .
Eichgerade Eichgerade
Hs_TNFSF10_1_SG
TRAIL . . ) 38,79 -3,48
(Quantitect Primer Assay Qiagen)
Hs_PML_2_SG
PML ) ] ) 36,98 -3,41
(Quantitect Primer Assay Qiagen)
fwd. tccctggagaagagctacga
ACTB ggagaagagelacy 33,24 -3,06

rev. agcactgtgttggcgtacag
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Anhang 3: DNA-Sequenz des humanen TRAIL Promotors

DNA-Sequenz des humanen TRAIL Promotors

GGTTATCCTACTCATCTTTCACCTGATTTAAAAAACTCATTCAGTCTAGGACTTAGAGTGTAAGTGTG
TTCAAATAGTGTTAGGTTCACATAATGTCTAAAACTTTTAGTAGGAAAAATGCTACCTTGCCAATTTGT
CTGTGTCTGAAAGGAATTTGCATTTAAAAATTTGGCAATTTGACAGAGGCAAATTTAAAATTTGAAAAT
ATTTTCTTAAATATAGACTCATTTACAGATAGAAGGCAAGGGCAGGAAGTGATGGTGACCAGCGGTG
CCTGAATGAACTCAGGAATGTAACTGTAGATCTAGGGTCCCAAACTTTAGGTTTCAAAGGATCTCTTG
GAGTACTTGCTGAAAAATGTAGGTTCCTAAGTCCACTGCCAGAAACTCTGACTCAGTGGGTCAAGAA
TGGAATAACTAAACAATGGCCCCATGCAGTGGTTCATGCCTGTAATCCCAGCACGTTGGGAGGTTGA
AGCAAGAGGATCACTTGAGGTCAGGAGTTCGAGACCAGCCTGGCCTACATGGTAAAACCCCATCTC
TACTAAAAATACAAAAAAATTAGCTGGGCATGGTGGCATGCACCTGTAATCCCAGCTACTTGGGAGG
CTGAGGCAGGAGAATTGCTTGAATCTGGGAGGTGGAGGTTGTAGTGGGCCGAGATTGTGCCATTGC
ACCACTGCACTCCAGCCTGGGCGATAAAGTGAGATTCTGTCAAAAAAATAAATAAATACATGAAAGA
GAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAGGAAAGAAG
GAAAGAATAGAAAAGAAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGGAAGAAAAGGAAAGAAAGAAATGCTGAATAA
GATATAGAGACAACATACAGCTGGGCCAGCTTATGACATCTGATAGTGGGGAGATTTGGGGCTGGG
TCCTGAATCTGAGGGTAATTAACTCCCTGTAACTTCTTTTCCTAATCTGTAAAAGGATAGTGACAGCG
AGACATTGTGATGGGGTTAATATTTTGGAAAACATCCACATGTTTTTTTCCTTTGCCTTTCTGAGTGTG
TCAACTACTTCCTACCTGTCCAGCCTAACACACAGGCATGTTGTCTTGGTAGGGATGGAGATCTGAG
AAGGAGATTAGAATTTGTGTCTGAAGGTTTGCAAAGAGGAAGAAGTCGTCAATATTTAGATTCTGACA
TTCAAGATGGAATTATGTAGCAAGACCATTGCTATGAGACAGTATTTCTATTTTCCTTTATCCACTCCC
ACCCTGCCCTCTTCCCACCCTCACAGTAGCATGAGAAAAACCACATATGGAAGTTTCAGGTCATAAA
AATTATCTTATAATTTAGAAAACAGGCCTTGTGCCTATGACAGCCAGGCCATGAGGCTTAGAGCTCT
GTGGTAGAATGAGGATATGTTAGGGAAAAGCAAAAGCAAAGAAAATCCCTCCCCTCTTTGGCTGAGG
ACATTATCAAAAGGAGAGCAAGAAAGAGAAGAGAGAAATGGGCTTGAGGTGAGTGCAGATAAGGGG
TGCATGGATCCTGAGGGCAAGGAGAGGAGCTTCTTTCAGTTTCCCTCCTTTCCAACGACTACTTTGA
GACAAGAGCTGTCCCTGGGCAGTAGGAAAGGGGAGGGACAGTTGCAGGTTCAATAGATGTGGGTG
GGGCCAAGGCCACAGAACCCAGAAAAACAACTCATTCGCTTTCATTTCCTCACTGACTATAAAAGAA
TAGAGAAGGAAGGGCTTCAGTGACCGGCTGCCTGGCTGACTTACAGCAGTCAGACTCTGACAGGA

Anhang 4: Plasmidkarten der synthetischen pMA-RQ Vektoren.
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Scal(2161) —,
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AmpR #

Sfil(361)
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Kpni (388’
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JS"'GG‘-‘ Xmnl(2276) —
.7A5c|r375

““Kpnl(388) Scal(2157) —
—GATA_WT

Pyul(2047) —

13AATAFP_GATA_WT_pMA-RQ ¥, Hndli&e AmpR
2595 bp |\ Pacl(617)
\Sil(835)

—Col E1 origin

13AAT4GP_GATA1_TC_pMA-RQ 35 “rnii®el

2591 bp \ Sacl(616]
\sfil(631)

V “—Col E1 origin
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Anhang

Anhang 5: DNA Sequenz der Inserts zur Klonierung der Reportergenkonstrukte mit der
repetitiven GATA-1"" bzw. der GATA-1"° variation.

DNA-Sequenz der repetitiven GATA-1"" Sequenzvariation

TGGCGGAAGGCCGTCAAGGCCGCATGAAGGGCGCGCCAGGTACCTTTACAGATAGATAAGACACGA
CTTATTTTACAGATAGATAAGACACGACTTATTTTACAGATAGATAAGACACGACTTATTTTACAGATAG
ATAAGACACGACTTATTTTACAGATAGATAAGACACGACTTATTTTACAGATAGATAAGACACGACTTA
TTTTACAGATAGATAAGACACGACTTATTTTACAGATAGATAAGACACGACTTATAAGCTTATTAATTAA
CAACCTGGGCCTCATGGGCCTTCCGCTC

DNA-Sequenz der repetitiven GATA-1""" Sequenzvariation

TGGCGGAAGGCCGTCAAGGCCGCATGAAGGGCGCGCCAGGTACCTTTACAGACAGATAAGACACGA
CTTATTTTACAGACAGATAAGACACGACTTATTTTACAGACAGATAAGACACGACTTATTTTACAGACA
GATAAGACACGACTTATTTTACAGACAGATAAGACACGACTTATTTTACAGACAGATAAGACACGACTT
ATTTTACAGACAGATAAGACACGACTTATTTTACAGACAGATAAGACACGACTTATAAGCTTGAGCTCC
AGCTGGGCCTCATGGGCCTTCCGCTC
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Anhang

Anhang 6: Hypothetische Transkriptionsfaktorbindungsstellen im TRAIL Promotor laut
TRANSFAC 8.3.

NAME _ Anzahl der NAME . Anzahl der NAME . Anzahl der
Bindungsstellen Bindungsstellen Bindungsstellen
AP-1 9 GR- 5 POU2F2 11
alpha
AP-
2alphaA 6 GR-beta 5 YY1 4
PPAR-
AR 9 HIF-1 9 alpha:RXR- 11
alpha
ATF3 8 HNF-1A 8 PR A 7
C/EBPa 7 HNF-1B 9 PRB 7
Ipha
C/EBPD 4 HNF-1C 9 PU.1 13
eta
c-Ets-1 7 HNF- 8 PXR-1:RXR- 8
3alpha alpha
c-Ets-2 9 HOé(Dl 10 RAR-alphal 13
c-Fos 10 HOXD9 10 RAR-beta 10
c-Jun Ik-1 13 RBP-Jkappa 12
c-Myb IRF-1 9 RelA 11
COUP-
TF1 13 IRF-2 6 RXR-alpha 7
CTF 12 LEF-1 8 SRY 9
E2F-1 8 MAZ 13 STAT1beta 10
EBF 11 MEF-2A 11 STAT4 6
Egr-3 13 NF-1 STAT5A 13
ELF-1 13 NF-AT1 9 T3R-betal 9
Elk-1 9 NF-AT1 10 TBP 10
ENETF_ 8 NF-AT2 10 TCF-4 10
ER- 5 NFI/CT 8 TCE-4E 7
alpha F
NF-
ETF 11 kappaB 11 TFIID 7
1
FOXP3 NF-Y 8 TFII-I 6
GATA-1 p53 7 USF2 10
GATA-2 Pax-5 7 VDR
GATA-3 12 PEA3 9 XBP-1
GR 7 PO;JZF 11
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Abkirzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

%

°C

A
Abb.
AFP
AlH
AK
ALT
ALT
AP
ASH
AST
AST
bp
BSA
bzw.
C

ca.
CaCl,
cDNA
CHE
CO;

d
DMEM
DMSO
DNA
EDTA
EGF
ER
Erk

et al.
EtOH
FCS
G

g (k,m,p,n,p)
gGT
GLDH
h
HBV
HCC
HCV
HE

Prozent

Grad Celsius

Adenin

Abbildung

alpha-Fetoprotein
Autoimmunhepatitis

Antikdrper

Alanin-Aminotransferase (friher GPT)
Alanin-Aminotransferase

Alkalische Phosphatase

Alkoholisch induzierte Steatohepatitis (alcoholic steatohepatitis)

Aspartat-Aminotransferase (friher GOT)
Aspartat-Aminotransferase

Basenpaare

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
beziehungsweise

Cytosin

circa

Kalziumchlorid

zu mRNA komplementére DNA (complementary DNA)
Cholinesterase

Kohlenstoffdioxid

Tag (day)

Dulbecco’s Modified Eagle‘s Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsédure (desoxyribonucleic acid)
Ethyldiamintetraacetet

Epeidermal Growth Factor
Endoplasmatisches Retikulum

extracellular regulated MAP-kinase

und andere (et alteri)

Ethanol

fotales Kéalberserum (fetal calf serum)
Guanin

Gramm (kilo, milli, mikro, nano, piko)
gamma-Glutamyltransferase
Glutamatdehydrogenase

Stunde (hour)

Hepatitis-B-Virus

Hepatozellulares Karzinom

Hepatitis-C-Virus

Hamatoxylin-Eosin
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Abkirzungsverzeichnis

Hep3B Humane Hepatomzelllinie Hep3B
HepG2 Humane Hepatomzelllinie HepG2
HRP Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase)
Huh7 Humane Hepatomzelllinie HUH7

IFN Interferon

IFN-a Interferon alpha

IFN-B Interferon beta

IL Interleukin

IRES Internal ribosomal entery site

IRF Interferon regulatory factor

ISRE Interferon sensitive response element
U Internationale Einheiten (international units)
JAK Janus Kinase

JINK c-Jun N-terminal Kinase

kB Kilobasen

KCI Kaliumchlorid

kD Kilodalton

KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat

[ (m, p) Liter (milli, mikro)

LDH Laktatdehydrogenase (Leberenzym)
Lsg. Lésung

LT Lebertransplatation

LTR Leberteilresektion

m (k,m,u,n,p) Meter (kilo, milli, mikro, nano, piko)

M (m,y,n,p) Molar (milli, mikro, nano, piko) = mol /|

MgCl» Magnesiumchlorid

min Minute(n)

mRNA Boten RNA (messenger RNA)

MW Mittelwert

n Anzahl der Versuche oder Tiere

NacCl Natriumchlorid

NAFDL Nicht alkoholische Fettlebererkrankung (non-alcoholic fatty liver diease)
NaH>PO4 Natriumdihydrogenphosphat

NaHCO;3; Natriumhydrogencarbonat

NASH nicht-alkoholisch induzierte Steatohepatitis (non-alcoholic steatohepatitis)
NK-Zellen Naturliche Killerzellen

NFkB nuclear faktor kappa B

NS Nicht-Strukturproteine

OoP Operation

NTL Gewebe aus einer Leber ohne Tumor

ORF Offenes Leseraster (open reading frame)

PAGE Polyacrylamide Gelelektrophorese

PBC Primar biliare Zirrhose

PBS (T) Phosphatgepufferte Salzlésung (Tween) (phosphate bufferd saline)
PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
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Abkirzungsverzeichnis

PEG

pH
PMA
PML
PSC
PVDF
qRT-PCR
Rb
RBV
RIG-I
RISC
RLU
RNA
RNAI
rpm

RT
SAHA
SDS
SDS-PAGE
sec
SEM
SiRNA
STAT

t

T

Tab.
TBS (T)
Tnf-a
TRAIL
TRIS
TST

TT
Tween20
V)

UTR

\%

viv
VE-Wasser
w

w/o

wiv

WT

X

X9

Polyethylenglykol

negativ dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration [H+]
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat

Promyelocytic leukemia protein

Primér sklerosierende Cholangitis
Polyvinyllidenfluorid

guantitative Reverse Transkriptase-PCR
Retinoblastom-Protein

Ribavirin

Retinoic acid-inducible gene |

RNA-induced silencing complex

Relaitive Lichteinheiten (relative light units)
Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)
RNA-Interferenz

Umdrehungen pro Minute (rounds mer minute)
Reverse Transkriptase

Suberoylanilide hydroxamic acid (Verinostat®)
Sodium Dodecyl Sulfate

SDS-Polyacrylamide Gelelektrophorese
Sekunde(n)

Standardfehler des Mittelwertes (Standard error of mean)
Small interfering RNA

Signal transducer and activator of transcription
Zeitpunkt (time)

Thymin

Tabelle

Tris-gepufferte Salzlsg. (Tween) (Tris-buffered saline)
Tumor-necrosis-factor alpha
Tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

HCC umgebenes, nicht tumordses Lebergewebe
HCC-Gewebe
Polyoxyethylen-(20)sorbitolmonolaurat

unit

Untranslated region

Volt

Volumen pro Volumen (%)

Vollentsalztes Wasser

Watt

Unbehandelte Kontrolle (without)

Gewicht pro Volumen (%) (weight in volume)
Wildtyp

fach

Vielfaches der Gravitation, Erdbeschleunigung
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