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1 Zusammenfassung

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist einer der haufigsten malignen Tumoren
weltweit mit weiterhin steigender Inzidenz. Die Prognose des HCC st
aulBerordentlich schlecht, da bisher keine effektiven Therapieansatze existieren
und das Tumorstadium zum Zeitpunkt der Diagnose meist schon weit
fortgeschritten ist, so dass auch resektive Therapieverfahren nicht mehr zum

Einsatz kommen konnen.

Die Leberzirrhose stellt den Hauptrisikofaktor flir die HCC-Entstehung dar. Diese
entsteht auf dem Boden einer chronischen Leberschadigung durch progredienten
fibrotischen Umbau des Lebergewebes. Hierbei spielen aktivierte hepatische
Sternzellen (HSZ) eine zentrale Rolle, da sie die Quelle fir die exzessive
Produktion und Deposition extrazellularer Matrixproteine bei der Leberfibrose
darstellen. Zudem bilden und durchsetzen sie auch das HCC-Stroma und
sezernieren verschiedene prokanzerogene Faktoren. Die Bedeutung von
aktivierten HSZ fur die HCC-Progression war bislang jedoch weitgehend

unbekannt.

Zentrales Ziel dieser Arbeit war es daher, die Interaktion zwischen aktivierten HSZ
und HCC-Zellen zu analysieren. Dabei konnte gezeigt werden, dass aktivierte
HSZ das Wachstum, die Apoptoseresistenz, die Migration und die Invasivitat von
HCC-Zellen in vivo und in vitro fordern. Als potentielle Mechanismen wurde eine
durch aktivierte HSZ induzierte Aktivierung von Erk1/2 und NFkB in HCC-Zellen
identifiziert. Beide Signalkaskaden spielen eine wichtige Rolle in der HCC-
Entstehung und -Progression. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Interaktion von
aktivierten HSZ mit HCC-Zellen und die bei dieser Interaktion relevanten

Mediatoren ein innovatives Target flr die HCC-Therapie darstellen kdnnten.

Ferner wurden in der vorliegenden Arbeit drei Molekile bzw. (molekulare)
Mechanismen analysiert, von denen wir, basierend auf Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe, annahmen, dass sie bei der Interaktion von aktivierten HSZ und

HCC-Zellen eine wichtige (pathophysiologische) Rolle spielen.
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Zum einen wurde die Regulation und Wirkung des Proteins Melanoma Inhibitory
Activity 2 (MIA2) im HCC analysiert. Dieses Protein wird spezifisch von
Hepatozyten exprimiert und bei chronischer Leberschadigung induzieren aktivierte
HSZ eine gesteigerte MIA2 Expression. Es konnte nachgewiesen werden, dass
eine reduzierte MIA2 Expression im HCC durch den Verlust der HNF-1 Expression
induziert wird. Zudem zeigten HCC-Zellen, die stabil mit MIA2 transfiziert wurden,
sowohl in vitro als auch in vivo inhibiertes Wachstum und Invasivitat, was darauf
hinweist, dass MIA2 im HCC einen Tumorsuppressor darstellt. Auch durch Gabe
von rekombinantem MIA2 Protein konnte die Tumorigenitat von HCC-Zellen
inhibiert werden, was eine potentielle therapeutische Anwendung von MIA2
anzeigt. Fur weiterfuhrende Studien der (patho-)physiologischen Wirkung von
MIA2 konnten zudem Grundlagen fur die Generierung einer konditionellen MIA2
Knockdown Maus durch RNA Interferenz und einer konstitutiven MIA2 Knockout

Maus durch homologe Rekombination geschaffen werden.

Ferner wurde die Expression und Funktion des Fibroblast Growth Factor Receptor
2-lllb (FGFR2-Illb) im HCC analysiert. Dieser Rezeptor wird in der Leber
spezifisch von Hepatozyten exprimiert und férdert die Proliferation von
Hepatozyten und die Leberregeneration. Interessanterweise wird der spezifische
Ligand Keratinocyte Growth Factor (KGF), der exklusiv am FGFR2-1lIb bindet, im
Verlauf der Leberschadigung von aktivierten HSZ de novo exprimiert. Es konnte
gezeigt werden, dass die FGFR2-IlIb Expression im HCC vermindert oder verloren
ist und dieser Verlust in humanen HCC-Proben mit einer erhdhten Tumorigenitat
assoziiert ist. Durch eine Re-Expression des Rezeptors in HCC-Zellen wurde die
Tumorigenitat von HCC-Zellen in vitro und in vivo gehemmt. Dieses Ergebnis ist
von grolBer Bedeutung, da fur KGF mehrere potentielle therapeutische
Anwendungsmoglichkeiten bestehen, wu.a. zur Unterstitzung der Leber-
regeneration bei chronischen Lebererkrankungen. Da KGF ausschlieRlich an
FGFR2-1lIb bindet, war es wichtig auszuschlieRen, dass KGF Uber FGFR2-IlIb

auch prokanzerogene Wirkung zeigt.

Weiterhin wurde die Expression und Funktion des Glukosetransporters GLUT1 im
HCC analysiert, der die Glukoseaufnahme in Tumorzellen beeinflusst.

Interessanterweise konnte bereits gezeigt werden, dass aktivierte HSZ in HCC-
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Zellen die Expression von GLUT1 und mehreren Enzymen der Kaskade der
anaeroben Glykolyse induzieren. Es konnte sowohl in HCC-Zellen und auch in
humanem HCC-Gewebe eine vermehrte GLUT1 Expression nachgewiesen
werden. Diese korrelierte in humanem HCC-Gewebe mit erhdhter Proliferation und
Invasivitat der HCC-Zellen. Durch Inhibierung der GLUT1 Expression in HCC-
Zellen in vitro wurde dagegen deren Proliferation und Migration gehemmt. Ferner
ging durch Inhibierung der GLUT1 Expression in HCC-Zellen auch deren
Laktatproduktion zurtiick. Zusammenfassend wiesen diese Ergebnisse darauf hin,
dass GLUT1 durch Steigerung der anaeroben Glykolyse in HCC-Zellen deren
Tumorigenitat fordert. Die Inhibierung von GLUT1 kénnte somit im HCC einen

innovativen therapeutischen Ansatz darstellen.

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit wesentlich neue Erkenntnisse zur
Bedeutung von aktivierten HSZ fur die HCC-Entstehung und -Progression
gewonnen werden. So gelang es, wichtige Hinweise fur potentielle innovative
therapeutische Ansatze zu gewinnen. Zudem konnten MIA2, FGFR2-1lIb oder
GLUT1 auch als prognostische Marker fur die Progession dieses hochmalignen

Tumors eingesetzt werden.



2 Einleitung

2.1 Das hepatozellulare Karzinom (HCC)

211 Haufigkeit und Inzidenz

Das Hepatozellulare Karzinom (HCC) gehort zu den gravierendsten und
lebensbedrohlichsten Folgen einer chronischen Lebererkrankung. Mit jahrlich Uber
eine Million Todesfallen ist es einer der haufigsten malignen Tumore weltweit (1).
Neueste Studien zeigen ferner, dass die Inzidenz insbesondere in den westlichen
Landern weiter steigt (2-7). Auch in Deutschland stellt das HCC zwar nur den 7.-8.
haufigsten Tumor dar, ist aber der Tumor mit dem groften Inzidenzanstieg (8).
Das HCC gehort in Mitteleuropa und Nordamerika zu den Tumoren des hdheren
Lebensalters mit einem Haufigkeitsgipfel im 7. Lebensjahrzehnt (9-11). Weltweit
liegt das durchschnittliche Alter an einem HCC zu erkranken zwischen 45 und 60
Jahren, wobei sich auch in westlichen Industrienationen der Haufigkeitsgipfel
zunehmend zu einem jlingeren Alter verschiebt (12). Die Pravalenz des HCCs ist
bei Mannern 3- bis 10-fach hoher als bei Frauen (9; 13-16).

2.1.2 Atiologie des HCC

Bei der Entwicklung eines primaren Leberzellkarzinoms handelt es sich um einen
Mehrstufenprozess, in dem multiple genetische Alterationen zur malignen
Transformation flihren. Insgesamt ist die molekulare Hepatokanzerogenese
jedoch noch weitgehend ungeklart (17).

HCCs entwickeln sich in der Mehrzahl der Falle auf dem Boden einer zirrhotisch
veranderten Leber (9; 13; 14; 17-22). Die Atiologie der Zirrhose scheint dabei
weniger von Bedeutung zu sein als der zirrhotische Umbau per se (23).

Zu den Hauptursachen einer Zirrhose zahlen vor allem chronische Hepatitis B
(HBV) und Hepatitis C (HCV) Virus Infektionen, sowie chronischer Alkoholabusus
und die nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) (24). Der Anteil weiterer
Lebererkrankungen, die die Entstehung eines malignen Lebertumors induzieren,
ist insgesamt gering. Als Ursachen wurden angeborene  Stoff-

wechselerkrankungen (Hdmochromatose, Morbus Wilson, Alpha-1-
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Antitrypsinmangel), Autoimmun-Hepatitiden und primare biliare Erkrankungen
(Primare biliare Zirrhose, Primare sklerosierende Cholangitis) identifiziert (13).
Weltweit spielen zudem Aflatoxine des Schimmelpilzes Aspergillus fumigatus als
potente Karzinogene in tropischen Landern mit feucht-heillem Klima eine grofRe
Rolle. Eine zusatzliche Infektion mit dem Hepatitis B Virus stellt eine multiplikative
Interaktion dar, was auf unterschiedliche karzinogene Mechanismen schliel3en
lasst (25).

2.1.3 Therapie und Prognose

Die Prognose des HCC ist aulderordentlich schlecht und hat sich Uber die letzten
Jahrzehnte kaum verbessert. Bei unbehandelten Patienten betragt die mediane
Uberlebenszeit ab Symptombeginn unter 12 Monaten (26). Ursache dafiir ist zum
einen ein meist fortgeschrittenes Tumorstadium zum Zeitpunkt der Diagnose, das
Stadium der Grunderkrankung (Leberzirrhose) und die Tatsache, dass bisher
keine effektiven medikamentdsen oder biologischen Therapieansatze existieren.
Die einzigen effektiven Therapieverfahren sind die lokale Destruktion (Ethanol-
Injektion, Radiofrequenzablation und (Chemo-)Embolisation) und die Resektion
sowie die Lebertransplantation als aggressivste chirurgische Therapie des Tumors
sowie der Prakanzerose (Zirrhose). Dabei ist im Einzelfall das optimale
Therapieverfahren bzw. deren Sequenz bisher nicht geklart. Zudem koénnen jene
auch bislang oft aufgrund der zu spaten Diagnosestellung bzw. des (hieraus
resultierenden) fortgeschrittenen Tumorstadiums nicht mehr zum Einsatz kommen
(27). Ferner besteht nach Lebertransplantation — als aggressivstem potentiell
kurativen Therapieansatz — durch die derzeit verwendete Immunsuppression mit
Calcineurin-Inhibitoren aufgrund ihrer proangiogenetischen und tumorigenen
Wirkung ein hohes Rezidivrisiko (28).



Einleitung 6

2.2 Leberzellen und Risikofaktor Leberzirrhose

2.21 Leberzellen

Das Parenchym der Leber setzt sich aul3er aus Hepatozyten (94 Vol. %) auch aus
etwa Nicht-Parenchymzellen (6 Vol. %) zusammen. Dabei beinhalten letztere v.a.
Kupffer-Zellen (residente Makrophagen der Leber), sinusoidale Endothelzellen,
lebereigene Lymphozyten und hepatische Sternzellen (HSZ). HSZ reprasentieren
etwa 10% der Nicht-Parenchymzellen und dienen als Retinoid-Speicher (40-70%
der Korperreserven). HSZ sind im subendothelialen Disse-Raum (siehe
Abbildung 1A) lokalisiert und umfassen mit ihren sternférmigen Auslaufern den

sinusoidalen Endothelzellschlauch (29; 30).

2.2.2 Risikofaktor Leberzirrhose als Folge der Aktivierung hepatischer

Sternzellen

Im Falle chronischer Leberschadigung kommt es zu einem Aktivierungsprozess
der HSZ. Dabei transdifferenzieren die physiologisch ruhenden HSZ zu einem
aktivierten und Myofibroblasten-ahnlichen Phanotyp (31; 32). Ein Marker fir
aktivierte HSZ/Myofibroblasten ist a-Smooth Muscle Aktin (33). Die Bedeutung der
Aktivierung von HSZ stellt den Hauptfaktor fur die Entwicklung einer Leberfibrose
bis hin zu einer Leberzirrhose dar. Im Verlauf der Fibrose kommt es zu einem
Verlust homoostatischer Kontrollmechanismen von extrazellularer Matrix (EZM)-
Synthese (Fibrogenese) und EZM-Degradation (Fibrolyse) mit konsekutiv
exzessiver Deposition von EZM v.a. Kollagen Typ | im chronisch geschadigten
Organ (34-36). Durch die zusatzliche Expression prokanzerogener und ldslicher
Faktoren wie z.B. PDGF (Platelet Derived Growth Factor), VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor), HGF (Hepatocyte Growth Factor) und MMPs (Matrix
Metalloproteinasen) stellt die zirrhotische Leber (Abbildung 1B), wie bereits
dargestellt, den Hauptrisikofaktor fur ein HCC dar (37).
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Abbildung 1. Veradnderungen in der hepatischen Architektur im Verlauf chronischer
Leberschadigung, A: normale Leber, B: wahrend chronischer Leberschadigung infiltrieren
Lymphozyten das hepatische Parenchym, Hepatozyten gehen in Apoptose und Kupffer-Zellen
werden aktiviert; ebenso werden HSZ aktiviert, proliferieren und sezernieren gro3e Mengen
extrazellularer Matrixproteine; sinusoidale Endothelzellen verlieren ihre Fenestration und durch die
Kontraktion aktivierter HSZ wird der Blutstrom in den hepatischen Sinusoiden vermindert;
Abbildung aus Bataller und Brenner, 2005.

2.3 Tumor: Mikromilieu und Stroma

Als Modell wird generell angenommen, dass sich die Karzinomentstehung aus der
Anhaufung somatischer Mutationen in epithelialen Zellen ergibt. Das
,verhaltensmuster von Karzinomen wird aber insbesondere auch durch das
komplexe Mikromilieu des Tumors beeinflusst, das aus diffusionsfahigen
Wachstumsfaktoren und Zytokinen, sowie aus nicht epithelialen Zellen wie
Endothelzellen, Makrophagen und v.a. aktivierten (Myo-)Fibroblasten besteht (38).
Die Interaktion des Tumorstromas mit den Karzinomzellen ist ein aktiver Prozess,
der u.a. die Tumorvaskularisierung, aber auch die Invasion und Metastasierung
fordert (37).

2.31 Einfluss von Karzinomzellen auf das Tumorstroma

Es ist bekannt, dass Karzinome ein modifiziertes und prokanzerogenes Stroma
induzieren konnen (39-41), indem sie Faktoren exprimieren, die zur Bildung neuer
Blutgefalle (Angiogenese), zur Veranderung der extrazellularen Matrix und zur
Proliferation von Fibroblasten im Tumorstroma beitragen. Aul3erdem rekrutieren

sie verstarkt inflammatorische Zellen (42; 43). Die Rolle inflammatorischer Zellen
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bei Tumorimmunitat und die Rolle von Endothelzellen bei Neoangiogenese sind
hierbei bereits gut beschrieben (44; 45).

Neuere Untersuchungen zeigen, dass insbesondere auch Fibroblasten im
Tumorstroma einen groflen Einfluss auf die Karzinom-Entwicklung und
-Progression haben (46). Diese aktivierten Fibroblasten im Tumorstroma zeichnen
sich durch verstarktes proliferatives sowie migratorisches Potential aus und
werden auch peritumorale Fibroblasten, reaktives Stroma oder Tumor-Assoziierte
Fibroblasten (TAFs) genannt (47; 48).

Im Weiteren soll die prokanzerogene Bedeutung von Myofibroblasten bei der

Tumorentstehung und -Progression dargestellt werden.

2.3.2 Bedeutung von Fibroblasten im Tumorstroma fiir die Karzinom-

Entstehung und -Progression

Die prokanzerogene Wirkung von Fibroblasten im Tumorstroma konnte bereits in
einigen Karzinommodellen gezeigt werden.

So konnte in einem in vitro und in vivo Kokulturmodell gezeigt werden, dass
Tumor assoziierte Fibroblasten in der Lage sind, eine maligne Transformation in
normalen Epithelzellen der Prostata zu induzieren (49). Interessanterweise konnte
auch durch ionisierende Bestrahlung der Brustdrisen von Mausen ein Stroma
erzeugt werden, das zu einem Remodeling der extrazellularen Matrix (EZM)
fuhrte, wodurch das tumorigene Potential der epithelialen Zellen gefordert wurde
(50; 51). In einem murinen Xenograftmodell konnte die Uberexpression von TGF-f
(Transforming Growth Factor-8) und HGF durch humane Fibroblasten in normalen
humanen Mammaepithelzellen maligne Lasionen induzieren (52).

Ferner konnte in einem Nacktmausmodell verstarktes Tumorwachstum
nachgewiesen werden, wenn Prostatakarzinomzellen zusammen mit Fibroblasten
injiziert werden. In diesem Modell werden Myofibroblasten durch TGF-B so
modifiziert, dass sie vermehrt Gene fir das Gewebe-Remodeling exprimieren und
somit das Tumorwachstum fordern (53; 54). Auch die Ko-Implantation von
kolorektalen Karzinomzellen und Fibroblasten fuhrte zu beschleunigtem
Tumorwachstum, wobei der genaue Mechanismus hierflr nicht identifiziert werden
konnte (55). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Myofibroblasten neben der
Proliferation auch die Invasivitdt von Kolonkarzinomzellen in vivo induzieren
konnen (56).



Einleitung 9

2.3.3 Bedeutung von aktivierten HSZ fur die Progression von

hepatischen Metastasen

Es konnte gezeigt werden, dass Melanomzellen hepatische Sternzellen induzieren
konnen, VEGF-abhangige endotheliale Zellmigration, Apoptoseresistenz und
Proliferation zu férdern. So findet man in einem Melanom-Metastasierungsmodell
in vivo bereits Myofibroblasten wahrend des avaskularen Wachstums einer
hepatischen Melanommetastase, bevor es zur Rekrutierung endothelialer Zellen
kommt. Ferner korreliert die spatere Kolokalisation von aktivieten HSZ und
hepatischen sinusoidalen Endothelzellen mit der Vaskularisierung der Metastase
(57).

Aktivierte HSZ exprimieren und sekretieren VEGF (58), das die Proliferation und
Migration von Endothelzellen foérdert (59). Es wurde auch gezeigt, dass
konditionierte Medien aktivierter hepatischer Sternzellen die Proliferation von
Endothelzellen stimulieren konnen (60). Ein hoher Serumspiegel von VEGF steht
zudem in Zusammenhang mit vaskularer Invasion, Metastasierung und einer
schlechten Prognose fir HCC-Patienten (61).

In einem kolorektalen Metastasierungsmodell in vivo wurde zudem beobachtet,
dass es um die Metastase zu einer Akkumulation von aktivierten HSZ kommt.
Diese werden anscheinend von den Karzinomzellen aktiviert und sezernieren

daraufhin verschiedene prokanzerogene Wachstumsfaktoren (62).

2.3.4 Bedeutung von aktivierten HSZ fir HCC-Entstehung und

-Progression

Das HCC-Stroma besteht aus Kapillaren, Ateriolen und fibrotischen Bandern und
fur das HCC sind auch Sinusoid-ahnliche Kapillaren charakteristisch. Mittels
Elektronenmikroskopie und Immunhistochemie konnten in diesen perisinusoidalen
Raumen des HCC Myofibroblasten nachgewiesen werden (63-67). Der Ursprung
dieser infiltrierenden Zellen sind die tumoralen Sinusoide, fibrotische Septen und
Kapseln. Die Zellen sind positiv fir a-Smooth Muscle Aktin und konnten als
aktivierte HSZ/Myofibroblasten identifiziert werden (68-70). Zudem ist die Anzahl
perisinusoidaler Myofibroblasten im HCC im Vergleich zur zirrhotischen Leber
erhoht (71). Wie bereits dargestellt, kommt es besonders beim Prozess der

Leberfibrose zu einer quantitativ und qualitativ stark veranderten EZM-
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Komposition, die ebenfalls die HCC-Entstehung und -Progression begtinstigen
konnte. Denn Zell-Matrix-Interaktionen sind entscheidend fur die Differenzierung
und das Wachstum von Geweben, so dass durch einen Interaktionsverlust

Neoplasien entstehen kdnnen (72-74).

Bislang war die Rolle von aktivierten HSZ im HCC weitgehend unbekannt.

Zentrales Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es daher, die Bedeutung von

aktivierten HSZ/Myofibroblasten fur die Entstehung und Progression des HCC zu
analysieren (Abbildung 2).

?

=)

Aktivierte HSZ HCC Zelle

Abbildung 2. Schematische Darstellung der Hypothese, dass die wechselseitige Interaktion
von aktivierten HSZ und HCC-Zellen die Hepatokanzerogenese fordert.

Aufbauend auf den hierbei entwickelten Modellen und Ergebnissen, sollten dann
insbesondere drei Molekule bzw. (molekulare) Mechanismen analysiert werden,
von denen wir, basierend auf Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, annahmen, dass
sie bei der Interaktion von aktivierten HSZ und HCC-Zellen eine wichtige

(pathophysiologische) Rolle spielen:

» Das leberspezifisch sekretierte Protein Melanoma Inhibitory Activity 2
(MIA2),

= der Rezeptor Fibroblast Growth Factor Receptor 2-lllb (FGFR2-llIb)
und sein spezifischer Ligand der Wachstumsfaktor Keratinocyte
Growth Factor (KGF) und

» der Glukose Transporter GLUT1 und der so genannte ,Warburg
Effekt” (Phanomen der anaeroben Glykolyse von Tumorzellen unter

aeroben Bedingungen).
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Im Folgenden sollen diese drei Molekule bzw. Mechanismen sowie die Rationale
fur die Analyse lhrer Bedeutung fur die HCC-Entstehung und -Progression

dargestellt werden.

24  Melanoma Inhibitory Activity 2 (MIA2)

241 Die Melanoma Inhibitory Activity (MIA) Gen-Familie
Das Gen Melanoma Inhibitory Activity 2 (MIA2) wurde durch unsere Arbeitsgruppe

bei einer GenBank™ Suche neu identifiziert. Der Genlokus liegt auf dem
menschlichen Chromosom 14q13. MIA2 gehért zusammen mit MIA, OTOR und
TANGO zu der MIA Gen-Familie. Alle vier bis heute bekannten Mitglieder der
Gen-Familie haben mit einer SH3-Domane und zwei intramolekularen
Disulfidbrickenbindungen gleiche strukturelle Eigenschaften. AuRerdem besitzen
sie eine ahnliche genomische Organisation. Sie stimmen in 34-45% auf Protein-
und in 47-59% auf cDNA-Ebene Uberein (75-77).

Im Gegensatz zu den anderen Familienmitgliedern enthalt MIA2 eine zusatzliche
C-terminale Region aus 422 Aminosauren ohne Homologie zu anderen bekannten
Proteinen (78). Interessanterweise unterscheiden sich die vier Mitglieder der MIA
Gen-Familie vollig in Hinblick auf ihr Expressionsmuster. MIA wird exklusiv im
Knorpel aber nicht in anderen nicht-neoplastischen Geweben exprimiert (79).
OTOR zeigt ein sehr beschranktes Expressionsmuster in der Cochlea, im Auge
und im Knorpel (80). Tango hingegen zeigt ein breites Expressionsmuster, kann
aber nicht im hamatopoetischen System nachgewiesen werden (81). Im
Gegensatz dazu wird MIA2 ausschlielich in der Leber (Abbildung 3) und hier von
Hepatozyten exprimiert (82).

Abbildung 3. /n situ Hybridisierung mit [**P]-markierter antisense MIA2 RNA
Sonde: spezifische MIA2 Expression in der embryonalen Mausleber (E12,5),
Abbildung aus Bosserhoff et al., 2003.
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24.2 Regulation der MIA2 Expression

Die Expression von MIA2 in Hepatozyten wird Uber den Transkriptionsfaktor
HNF-1 reguliert. Ferner induzieren IL-6 und TGF-B1 die Expression von MIA2.
Dies ist in Ubereinstimmung mit den STAT3- (IL-6 Regulation) und SMAD- (TGF-8
Regulation) Konsensus-Bindungsstellen im MIA2 Promotor (83).
Interessanterweise werden bei chronischen Lebererkrankungen beide Zytokine
hauptsachlich von aktivierten HSZ/Myofibroblasten exprimiert und unsere
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass aktivierte HSZ auch die MIA2 Expression in
Hepatozyten induzieren (84). Hierzu passend konnte zudem gezeigt werden, dass
es bei chronischen Lebererkrankungen zu einer gesteigerten MIA2 Expression
kommt und diese signifikant mit dem Ausmal der hepatischen Fibrose korreliert
(85).

Wahrend MIA2 also in der Leberzirrhose, dem Hauptrisikofaktor fur die HCC-
Entstehung gesteigert exprimiert wird, findet man bei den meisten HCCs eine
verminderte  Expression. Hinsichtlich der physiologischen und patho-

physiologischen Funktion von MIA2 lagen bislang keine Informationen vor.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war daher, die Funktion und Regulation von MIA2

im HCC zu analysieren (Abbildung 4).

MIA2 l ?
?
— ?
Aktivierte HSZ HCC Zelle

Abbildung 4. Ziel der Arbeit: Analyse der autokrinen (©) und parakrinen (<) Funktionen von
MIA2 und Aufklarung der Regulation der verminderten (1) MIA2 Expression im HCC.
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2.5 Fibroblast Growth Factor Receptor 2-lllb

251 Fibroblast Growth Factors (FGF) und Struktur sowie Isoformen der
Fibroblast Growth Factor Rezeptoren (FGFR)

Fibroblast Growth Factor Rezeptoren (FGFRs) sind transmembrane Tyrosinkinase
Rezeptoren. Abhangig von Zelltyp und Entwicklungsstadium regulieren sie
Zellwachstum, Differenzierung, Migration, Wundheilung und Angiogenese. Sie
werden durch vier verschiedene Gene, FGFR 1-4, codiert. Die codierten Proteine
sind strukturell einander sehr ahnlich und in ihrer Aminosaursequenz hoch
konserviert.

FGFRs sind hochaffine Rezeptoren flr Fibroblast Growth Factors (FGFs). FGFs
bilden eine Familie von Polypeptid-Mitogenen mit einer GroRe von 17-34 kDa,
deren Bezeichnung sich dadurch erklart, dass die ersten identifizierten FGFs
(FGF1 und FGF2) mitogene Wirkung auf Fibroblasten zeigten. Es wurden bisher
22 verschiedene FGF Gene (Abbildung 5) identifiziert, von denen 18 fir FGFR
Liganden codieren (86).

FGFR1b FGF1, -2, -3 and -10

FGFR1c FGF1, -2, 4, -5and -6

FGFR2b FGF1, -3, -7, -10 and -22

FGFR2c FGF1, -2, 4, -6, -9, -17 and -18

FGFR3b FGF1 and -9

FGFR3c FGF1, -2, 4, -8, -9, 17, -18 and -23
FGFR4 FGF1, -2, 4, -6, -8, -9, -16, -17, -18 and 19

Abbildung 5. Ligandenspezifitat der FGFR Isoformen, Abbildung

aus Eswarakumar et al., 2005.
FGFRs sind Glykoproteine mit einer extrazellularen Region, die sich aus einem
Signalpeptid und drei Immunglobulin (lg)-ahnlichen Domanen Igl, Igll und Iglll
zusammensetzt. Diese Domanen sind durch Disulfidbricken zwischen
Cysteinresten stabilisiert und vermitteln die Bindung von Liganden. Zwischen der
Igl- und Igll-Domane findet sich eine Folge von sauren Aminosauren. Diese sog.
wacidic box“ kommt nur bei FGFRs vor und ist eine Bindungsstelle fur Heparin.
Weiterhin besitzen sie eine hydrophobe Transmembranregion und eine
intrazellulare Region, die eine Juxtamembrandomane, eine Kkatalytische

Tyrosinkinasedomane und eine carboxyterminale Domane mit mehreren
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Phosphorylierungsstellen enthalt (Abbildung 6). Die molekulare Masse der FGFRs
betragt vor der Glykosilierung 90-92 kDa.

lila liib
D1 D2 D3
FGFRIIb 57 s—s s—s A s — 5 LT}

Acid
Box

Exons

FGFRIllc

Acid
Box

Abbildung 6. FGFR Isoformen durch alternatives Splicing des Transkripts: die zwei Formen
des FGFR2 werden durch alternatives Splicing von Exon 8 und 9 generiert. Bei FGFR2-1lIb
wird die C-terminale Halfte der Iglll- (DIlIl) Domane durch Exon 8 codiert und FGFR2-Illc wird
durch Exon 9 codiert. SP: Signalpeptid, TM: Transmembrandomane, PTK:
Phosphotyrosinkinase, Abbildung aus Eswarakumar et al., 2005.

Die Diversitat der FGFR-Familie wird zusatzlich durch alternatives Splicing erhoht.
Die C-terminale Halfte der Iglll-Domane von FGFR 1-3 wird entweder durch Exon
[lIb oder llic codiert, wodurch Rezeptoren mit verschiedenen Ligandenspezifitaten
und -affinitdten entstehen (86-88). Von FGFR4 sind keine Splicevarianten
bekannt. Eine genomische Analyse des FGFR4-Gens zeigte, dass fur den C-
terminalen Bereich der Iglll-Domane nur ein Exon vorhanden ist (89).

Die Isoform FGFR2-llIb (Keratinocyte Growth Factor Receptor, KGFR, FGFR2b
oder Ksam-lIC1 genannt) wird in der zweiten Halfte der dritten Ig-ahnlichen
Doméane durch Exon 8 codiert. Daran konnen mit hoher Affinitat FGF1, FGF3,
FGF7/KGF (Keratinocyte Growth Factor) und FGF10 binden. FGFR2-llic (auch
FGFR2c oder BEK genannt), dessen zweite Halfte der dritten lg-ahnlichen
Domaéne durch Exon 9 codiert wird, kann FGF1 und FGF2 nicht aber FGF7/KGF
oder FGF10 binden (siehe Abbildung 5 und 6) (90). FGFR2-lllb wird
ausschlieBlich von epithelialen Zellen und FGFR2-llic von mesenchymalen Zellen
exprimiert (86).

Die Bindung von FGFs an die extrazellularen Domanen der FGF-Rezeptoren
induziert eine  Rezeptor Dimerisierung (91). Dadurch wird eine
Konformationsanderung in den zytoplasmatischen Bereichen der

Rezeptormonomere induziert, wodurch es zur Aktivierung der Kinase Domanen
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kommt (92). Die aktivierten Domanen autophosphorylieren sich anschlielend
gegenseitig an mehreren Tyrosinresten im zytoplasmatischen Bereich des
Rezeptormolekiils. Uber diese Phosphorylierungen kénnen die Rezeptoren mit
zahlreichen zytoplasmatischen Molekulen interagieren und eine Vielzahl von

biologischen Prozessen beeinflussen.

2.5.2 Biologische Funktion der FGFRs und ihre Bedeutung fiir die

Kanzerogenese

FGFRs sind potente Regulatoren der Proliferation (93), Differenzierung (94; 95)
und Migration (96) von Zellen. Eine zentrale Rolle der FGFRs bei der fruhen
Embryogenese zeigen Studien an Mausen mit gezielter Inaktivierung der FGFR
Gene: Der homozygote Knockout sowie gezielte Mutagenese flihren zu einer
Reihe schwerster Entwicklungsstorungen und zum Teil zum Absterben des
Embryos noch vor der Gastrulation (97-99). Die Bedeutung von FGF-Rezeptoren
bei der Skelettentwicklung ist besonders gut dokumentiert. FGFRs sind sowohl an
der Induktion der Extremitdtenanlage (FGFR2), an der Regulation des
Langenwachstums der Rohrenknochen in den Extremitaten (FGFR3) als auch an
der Regulation des Schadelknochenwachstums in den Schadelndhten (FGFR2)
beteiligt. Die zentrale Rolle der FGFRs bei der Skelettentwicklung ist auch daran
zu erkennen, dass wenigstens acht beim Menschen vorkommende autosomal-
dominant vererbte Formen von  Skelettfehlbildungen (vier Formen
disproportionierten Minderwuchses und vier Craniosynostose-Syndrome) bekannt

sind, die in Zusammenhang mit Mutationen in FGFR-Genen stehen (100).

In Hinblick auf die Kanzerogenese und Tumorprogression scheint sich die
Funktion und Wirkung unterschiedlicher FGFRs dagegen, auch abhangig vom
jeweiligen Organsystem, zu unterscheiden.

So konnte zum einen in mehreren Tumoren gezeigt werden, dass FGFRs bzw.
uber FGFR vermittelte Signale die Tumorigenitat fordern. Es wurde eine
Translokation in der Kinase Domane von FGFR1 bei einigen malignen
hamatopoetischen Erkrankungen beobachtet und die Aktivierung von FGFR3
durch Punktmutationen stellt ein haufiges Ereignis beim Blasenkarzinom dar (101;

102). Auch bei mehreren anderen Tumoren, u.a. auch beim HCC konnte eine
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gesteigerte FGFR1 Expression nachgewiesen und deren Bedeutung flr eine
gesteigerte Tumorigenitat aufgezeigt werden (103).

FGFR2 wird dagegen bei einigen Tumoren wie dem Blasen- oder
Prostatakarzinom vermindert exprimiert (104; 105) und zum Teil konnte auch
gezeigt werden, dass FGFR2-IlIIb als Tumorsuppressor wirkt (106). Dagegen ist
die Expression von FGFR2-IlIb in Tumoren des Magens oder der Lunge mit einem
weniger differenzierten Phanotyp und einer schlechten Prognose fur die Patienten
assoziiert (107).

Bisher wurde die Expression und Funktion von FGFR2-lllb im HCC noch nicht
analysiert. In einer vorangegangenen Untersuchung konnte unsere Arbeitsgruppe
zeigen, dass FGFR2-IlIb in der Leber exklusiv von Hepatozyten exprimiert wird
(108).

Zudem ist bekannt, dass FGFR2-Illb eine wichtige Rolle bei der Leberregeneration
und Homoostase spielt (109). AuBerdem konnten wir interessanterweise
nachweisen, dass der spezifische FGFR2-lllb Ligand FGF7/KGF wahrend der
hepatischen Fibrosierung gesteigert exprimiert wird, mit einem Maximum in
zirrhotisch umgebauten Lebern. Die zellulare Quelle der gesteigerten FGF7

Expression stellen dabei aktivierte HSZ dar (110).

Daher war es ein _weiteres Ziel dieser Arbeit, die Expression und Funktion von
FGFR2-1lIb im HCC zu analysieren (Abbildung 7).

FGFR2-lllb im HCC?

KGF

L

Aktivierte HSZ HCC Zelle

Abbildung 7. Ziel der Arbeit: Analyse der Expression und Funktion von FGFR2-IlIb
im HCC und die der Einfluss von KGF, der von aktivierten HSZ sezernierte Ligand
des FGFR2-llIb.
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2.6 ,Warburg Effekt” und GLUT1

2.6.1 ,Warburg Effekt“
Der deutsche Biochemiker Otto Heinrich Warburg (1883-1970) beschrieb 1924 als

erster, dass sich der Stoffwechsel aggressiver Tumorzellen von dem gesunder
Zellen unterscheidet, indem sie trotz aeroben Bedingungen eine anaerobe
Glykolyse betreiben. Die Beobachtung der gesteigerten Laktatproduktion wird als
,Warburg Effekt* bzw. aerobe Glykolyse bezeichnet (111). Fur diese Entdeckung
erhielt Warburg 1931 den Nobelpreis.

Das von normalen Zellen benétigte ATP fiir Proliferation und Uberleben stammt
aus zwei Quellen.

Die erste ist die Glykolyse, in der Glukose im Zytoplasma zu Pyruvat
verstoffwechselt wird. Dabei entstehen pro Glukosemolekul 2 ATP.

Die andere ist der Trikarbonsaurezyklus, in dem das in der Glykolyse gebildete
Pyruvat via NADH und FADH, als Elektronendonator fur die Atmungskette dient.
Mit Sauerstoff als finalen Elektronenakzeptor wird durch den Elektronentransfer
entlang der inneren mitochondrialen Membran ein Elektronengradient gebildet.
Dieser wird von der ATP-Synthase zur Bildung von 36 ATP pro Glukose Molekll
genutzt. Bei einer Limitation an Sauerstoff, wie es im Muskelgewebe bei
Uberbelastung der Fall ist, wird Pyruvat nicht im Trikarbonsdurezyklus
verstoffwechselt, sondern durch die Laktatdehydrogenase (LDH) zu Laktat

reduziert (Abbildung 8). Dieser Prozess wird anaerobe Glykolyse genannt (112).

Enzymkaskade
der Glykolyse

LDH
Glukose 1m - Pyruvat = | aktat

Abbildung 8. Der Prozess der anaeroben Glykolyse: Glukose wird Uber die Enzymkaskade der
Glykolyse zu Pyruvat und schlielich durch die Laktatdehydrogenase (LDH) zu Laktat verstoffwechselt.

2.6.2 GLUT1

Ein erhohter Glukosestoffwechsel insbesondere in Verbindung mit anaerober
Glykolyse ist ein weit verbreitetes Charakteristikum fir maligne Zellen (113).
Dieser Stoffwechsel ist hoch effizient, um sehr schnell ATP fur Proliferation und

Wachstum zu produzieren (114). Um den dadurch gesteigerten Bedarf an Glukose
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decken zu koénnen, bedarf es einer gesteigerten Expression von
Glukosetransportern in der Zellmembran.

Die erleichterte Diffusion von Glukose in Zellen wird durch eine Familie homologer
Proteine mediiert. Die Glukosetransporter GLUT1-GLUTS unterscheiden sich in
ihrem Expressionsmuster, der Affinitat zu Glukose und der physiologischen
Regulation (115). Zusatzlich wurde eine humane Pseudogensequenz fur GLUT6
und GLUT7 als ein mikrosomaler Glukosetransporter in der Rattenleber
beschrieben (116; 117). Das Molekulargewicht von GLUT1 betragt je nach
Glykosylierungsgrad 45-55 kDa. Der Transporter besteht aus insgesamt zwolf
amphiphilen Transmembrandomanen, die sich so in der Plasmamembran
anordnen, dass die hydrophoben Anteile nach aulden in die Membran binden und
in der Mitte eine hydrophile Pore fur Glukose entsteht. Dabei liegen Amino-
Terminus und Carboxyl-Terminus auf zytosolischer Seite. Die Bindung von
Glukose verursacht eine Konformationsanderung, durch die das Molekul zur
anderen Seite transportiert wird (115). In normalem adultem Gewebe wird GLUT1
insbesondere von Erythrozyten exprimiert, in anderen Geweben und benignen

epithelialen Tumoren dagegen kaum (118-120).

2.6.3 GLUT1 im Karzinom

Es konnte bereits gezeigt werden, dass GLUT1 in vielen Karzinomen aberrierend
exprimiert wird. So wurde eine erhohte GLUT1 Expression in verschiedenen
Karzinomen wie Mammakarzinom, squamose Karzinome des Halses und Kopfes,
sowie Nierenzellkarzinom nachgewiesen (121-123). Im Kolonkarzinom ist eine
erhdhte GLUT1 Expression signifikant mit einer neoplastischen Progression und
einer schlechteren Prognose der Patienten assoziiert (124). Eine andere Studie
konnte ebenso im Kolonkarzinom nachweisen, dass eine verstarkte GLUT1
Expression auch mit einer vermehrten Lymphknoten-Metastasierung einhergeht
(125).

Zudem stutzen neueste Studien die Warburg-Hypothese. So konnte in einem in
vivo Modell gezeigt werden, dass das Wachstum von Kolonkarzinomzellen
gehemmt werden konnte, nachdem durch die Expression des Proteins Frataxin
ein anaerober Stoffwechsel induziert wurde. Im Gegensatz dazu flhrte ein
spezifischer Knockout dieses Gens in der Leber von Mausen zur Entwicklung

hepatischer Karzinome (126; 127). Frataxin ist ein mitochondriales Protein, das
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aus 210 Aminosauren besteht und eine noch nicht bis in alle Einzelheiten geklarte
Funktion hat. Frataxin ist aber an der Bildung eisenhaltiger und schwefelhaltiger
Proteine beteiligt und spielt beim mitochondrialen Eisentransport eine wichtige
Rolle. Eine gestorte Frataxinbildung fuhrt zu einer Stérung des mitochondrialen
Energiestoffwechsels (128-130).

2.6.4 GLUT1 im HCC-Gewebe

Frihere Studien konnten Unterschiede zwischen HCC-Zellen und Hepatozyten
feststellen in Bezug auf die glykolytische Kapazitat feststellen (131) und durch die
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) konnte gezeigt werden, dass die
Menge an aufgenommenen ['°F]-Fluor-2-Desoxy-D-Glukose (FDG) ein
unabhangiger prognostischer Marker fur das HCC ist (132). Weiterhin konnte
nachgewiesen werden, dass die PET Aktivitat mit einem fortgeschrittenen Tumor
Stadium korreliert (133).

Das Phanomen der aeroben Glykolyse sowie die GLUT1 Expression und Funktion
sind im HCC bislang nur wenig untersucht bzw. die bislang vorliegenden Studien
mit jeweils nur relativ kleinen Fallzahlen zeigten unterschiedliche Ergebnisse
hinsichtlich der GLUT1 Expression im HCC (134-140). Dabei gibt es mehrere
Hinweise und Hypothesen, dass gerade das Phanomen der aeroben Glykolyse
beim HCC eine wichtige Rolle spielt (141; 142).

Zudem zeigt sich, dass auch hier aktivierten HSZ eine besondere Bedeutung
zukommen konnte. So ist bekannt, dass Laktat, das Endprodukt der aeroben
Glykolyse, in Fibroblasten eine gesteigerte Expression von Hyaluronsaure
induzieren kann. Durch das Wasser der hydrierten Hyaluronsaure werden Raume
fur Migration und Proliferation geschaffen (143). So konnte im HCC eine erhohte
Hyaluronsaure-Konzentration nachgewiesen werden (144). Der Rezeptor fur
Hyaluronsaure CD44 ist in den meisten Karzinomen einschlieBlich HCC
Uberexprimiert und ist mit Tumorprogression assoziiert (145; 146).

Weiter weisen Arbeiten von Koukourakis et al. darauf hin, dass insbesondere
Fibroblasten im Tumorstroma des Lungen- und Kolonkarzinoms durch Aufnahme
und Metabolisierung von Laktat das Mikromilieu gunstig fur die Tumorzellen
beeinflussen (147; 148).
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Ferner zeigten bislang unveroffentlichte vergleichende Arrayanalysen unserer
Arbeitsgruppe, dass aktivierte HSZ in HCC-Zellen die Expression von GLUT1 und

mehrerer Enzyme der Kaskade der aeroben Glykolyse induzieren.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es daher, zunachst die Expression und Wirkung
von GLUT1 im HCC zu analysieren, um hierdurch die Basis fur nachfolgende

Untersuchungen der Bedeutung der anaeroben Glykolyse im HCC und die Rolle

von aktivierten HSZ in diesen Prozessen zu schaffen (Abbildung 9).

GLUT1 im HCC?

< <:] Glukose
?
-

Aktivierte HSZ HCC Zelle

Abbildung 9. Ziel der Arbeit: Analyse der Expression und Wirkung des Glukosetransporters
GLUT1 im HCC, sowie die Untersuchung der Bedeutung fir die Interaktion zwischen
aktivierten HSZ und HCC-Zellen.
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3 Materialien und Methoden

3.1  Chemikalien und Reagenzien

Agarose SeaKem® LE
Agar

Ampicillin
B-Mercaptoethanol
Ciprobay

Diflucan

DMEM Pulver

DMEM Fertigmedium
DMSO

Ethidiumbromid

FKS (Fotales Kalberserum)
Geniticin

Milchpulver
Natriumbicarbonat

Nicht essentielle Aminosauren
Nonidet® P40

Penicillin

Propidiumiodid

Streptomycin

Biozym, Hess/Oldendorf
Difco Laboratories, Augsburg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Bayer, Leverkusen
Pfizer, Karlsruhe
PAN-Biotech, Aidenbach
PAA Laboratories, Colbe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
PAN-Biotech, Aidenbach
Invitrogen, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
PAA Laboratories, Colbe
Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, Karlsruhe

Alle sonstigen verwendeten Chemikalien wurden von der Firma VWR, Darmstadt

bezogen.

3.2 Gase

Alle Gase wurden von der Firma Linde Technische Gase, Hollriegelskreuth

bezogen.
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3.3 Verbrauchsmaterialien

Kryorohrchen Nunc, Roskilde, Danemark
Einmalspitzen Eppendorf, Hamburg

(10, 20,100 und 1000 pl)

Falcon Tubes (50 ml) Corning, New York, USA
Glaswaren (verschiedene) Schott, Mainz

Multiwell Platten Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Pipetten (5, 10, 25 und 50 ml) Corning, New York, USA
Reaktionsgefalle (1,5 und 2 ml) Eppendorf, Hamburg
Skalpell (No. 10) Pfm, Koln

Strip Tubes (0,2 ml) Peglab, Erlangen
Zellkulturflaschen T25, T75, T175 Corning, New York, USA

3.4 Allgemeine Laborgerate

Heiz- und Kihlblock:

Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
PCR-Cycler:

GeneAmp® PCR System 9700 Applied Biosystems, Foster City, USA
Pipetten:

Gilson (P2, P20, P200, P1000) Gilson, Bad Camberg
Pipettierhelfer:

Accu-jet® Brand, Wertheim

Schuttelgerate:

Kreisschuttler KS 260 basic IKA® Werke, Staufen
Schuttelgerat 3017 GFL, Burgwedel
Spannungsgerate:

Consort E145 Peqglab, Erlangen

Power Supply-EPS 301 Amersham Biosiences, Mlinchen
Spektrophotometer:

EMax® Microplate Reader MWG Biotech, Ebersberg
Waage:

MC1 Laboratory LC 620 D Sartorius, Gottingen
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\Wasserbad:
Haake W13/C10

Zentrifugen:
Biofuge fresco

Megafuge 1.0 R

3.5 Plasmide
PAC 460

pBluescript Il SK
pBS/U6 ploxPneo

pcDNA3.1
pcDNA3.1 HNF1a

pCMX
pCRII-TOPO
pGEM7

plC-Cre

pIVEX2.3 MCS
pWH9

pSV7d FGFR2-1lIb

3.6 Pufferlosungen

PBS-Puffer

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

zur Verfugung gestellt von Herrn PD Dr. M.
Moser, MPI, Martinsried

Stratagene, Heidelberg

zur Verfugung gestellt von Herrn Prof. Dr. C.
Deng, NIH, Bethesda, USA

Invitrogen, Karlsruhe

zur Verfigung gestellt von Herrn Dr. G. Kullak-
Ublick, Universitatsspital Zurich, Schweiz
Addgene, Cambridge, USA

Invitrogen, Karlsruhe

zur Verfugung gestellt von Herrn PD Dr. M.
Moser, MPI, Martinsried

zur Verfugung gestellt von Herrn Prof. Dr. T.
Hehlgans, Universitat Regensburg

Roche, Mannheim

zur Verfugung gestellt von Herrn PD Dr. M.
Moser, MPI, Martinsried

zur Verfugung gestellt von Frau Prof. Dr. S.
Werner, ETH, Zurich

140 mM NaCl

10 mM KCI
6,4 mM NazHPO4
2 mM KH2PO4 pH 7,4
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TE-Puffer

3.7 Arbeiten mit Bakterien

3.71 Bakterienstamme

Epicurian Coli® XL2- Blue MRF’:

ultrakompetente Escherichia coli

294-Cre: Cre-Rekombinase

exprimierende Escherichia coli

3.7.2 Flussigmedium und Agarplatten

LB Medium

3.7.3 Kultivierung

10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA pH 8,0

Stratagene, Heidelberg

Gene Bridges, Heidelberg

10 g/l Pepton
59/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl

Substanzen wurden in HyOgest.

geldst und autoklaviert.

Fir Agarplatten: 15 g/l Agar

Antibiotikum:
100 pg/ml - Ampicillin

Die Bakterien wurden sowohl auf festem Nahrboden als auch in Flussigkultur

kultiviert. Fur die Selektion transformierter Bakterien wurde das Medium bzw. die

Nahrplatte mit dem Antibiotikum Ampicillin versetzt. Die Bakterien wurden mit

einem sterilen Trigalsky Spatel auf Agarplatten ausplattiert und im Brutschrank 12-

16 h bei 37°C inkubiert. Zum Animpfen von Schuttelkulturen wurde eine einzelne

Bakterienkolonie mit einer sterilen Pipettenspitze von der Agarplatte abgenommen
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und in das Nahrmedium Uberfihrt. AnschlieRend wurde die Kultur 12-16 h bei
37°C auf einem Schuttelgerat bei 250 Upm inkubiert.

3.7.4 Herstellung kompetenter Bakterien

Der Bakterienstamm E. coli kann durch Behandlung mit Kalziumchlorid bei
niedriger Temperatur so modifiziert werden, freie DNA aus dem Medium
aufzunehmen. Die Bakterienkultur wurde in LB-Medium bei 37°C so lange
kultiviert, bis die Bakterienldsung eine optische Dichte (ODgs0) von 0,2-0,5 erreicht
hatte. Anschliellend wurden die Zellen fur 5 min auf Eis inkubiert und durch
Zentrifugation (1.500 g, 10 min, 4°C) pelletiert. Das Pellet wurde in 20 ml eiskalter
Kalziumchlorid-Lésung (50 mM) resuspendiert. Nach einer Inkubation von 20 min
auf Eis wurden die Zellen erneut zentrifugiert (1.500 g, 10 min, 4°C) und
anschlie3end in 4 ml eiskalter Kalziumchlorid-Losung (50 mM) aufgenommen. Far
die Lagerung der Bakterien bei -80°C wurden 3,4 ml der Bakteriensuspension mit
0,6 ml sterilem Glycerin vermengt und jeweils 200 ul in flissigem Stickstoff

schockgefroren.

3.7.5 Transformation von Bakterien

Kompetente E. coli (100 pl) wurden mit 0,1 pg Plasmid-DNA versetzt und 30 min
auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen 45 s einem Hitzeschock bei
42°C ausgesetzt, um die Plasmidaufnahme in das Zellinnere zu ermdglichen.
AnschlieRend erfolgte eine kurze Abkuhlung der Bakterien auf Eis. Nach der
Zugabe von 500 yl LB Medium, wurde die Kultur unter Schatteln 60 min bei 37°C
inkubiert. Die transformierten E. coli wurden abzentrifugiert (1.500 g, 5 min, RT)
und der Uberstand dekantiert. Die pelletierten Bakterien wurden im verbliebenen
Medium wieder resuspendiert und auf entsprechende Selektionsplatten

ausplattiert.



Materialien und Methoden 26

3.7.6 Isolierung von Plasmid DNA (Mini- und Midipraparation)

Minipraparation:

= Ldsungen fiir die Plasmid Minipraparation:

Losung | 50 mM Tris/HCI, pH 8,0
10 mM EDTA
100 ug/ml - RNase A

Lésung Il 200 mM NaOH
1% (w/v) SDS

Lésung llI 3M Kaliumacetat, pH 5,5

* Durchfiihrung

Die Isolierung der Plasmid DNA erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse.
Fur die Plasmid Minipraparation wurden 3 ml steriles Selektionsmedium mit einer
Einzelkolonie von der Agarplatte angeimpft und unter Schitteln (250 Upm,
12-16 h, 37°C) herangezogen. 1,5 ml der Schuttelkultur wurden abzentrifugiert
(1.500 g, 5 min, RT), das Kulturmedium entfernt und das Pellet in 300 pl Losung |
resuspendiert. Um die Bakterien zu lysieren, wurden anschlieend 300 ul
Ldsung Il zugegeben und die Suspension gemischt. Proteine werden durch SDS
und DNA durch das alkalische Milieu denaturiert. Dieser Schritt ermoglicht die
spatere Abtrennung der Plasmid-DNA von Proteinen und chromosomaler DNA.
Um denaturierte Proteine zu entfernen, folgte die Zugabe von 300 ul Lésung Il
und das Mischen der Suspension. Die Sedimentation der prazipitierten Proteine
und Membranbestandteile mit der daran anhaftenden chromosomalen DNA
erfolgte mittels Zentrifugation (16.000 g, 15 min, 4°C). Nach der Zentrifugation
wurde 750 pl Uberstand in ein neues GefaR (iberfiihrt und die Plasmid-DNA mit
600 pl Isopropanol gefallt. Danach wurde die Plasmid-DNA abzentrifugiert
(16.000 g, 12 min, 4°), der Uberstand dekantiert und das Pellet mit 400 ul Ethanol
(70%) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (16.000 g, 12 min, 4°) wurde der
Uberstand verworfen und die pelletierte Plasmid-DNA in einer Speedvac
Zentrifuge (B. Braun, Melsungen) 10 min bei RT getrocknet. Nach der Trocknung
wurde das Pellet in 20 pl TE-Puffer resuspendiert.
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Midipraparation

FUr die Gewinnung groRerer Mengen Plasmid-DNA wurde eine Midipraparation
durchgefuhrt. Dafir wurden 50 ml steriles Selektionsmedium mit 50 pl
Bakteriensuspension aus einer Vorkultur beimpft. Die Kultur wurde tUber Nacht bei
37°C auf einem Schuttelgerat herangezogen. Die Plasmidisolierung wurde mit
dem HiSpeed® Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) nach der beiligenden
Isolationsanleitung durchgefuhrt. Die Plasmid-DNA wurde mit 500 pl TE-Puffer
eluiert und bei -20°C gelagert.

3.7.7 Expression des rekombinaten MIA2 Protein

Das rekombinante MIA2 Protein wurde in E. coli mit dem Vektor pIVEX2.3-MCS,
in den die MIA2 cDNA kloniert wurde, exprimiert. Fur die Expression wurde das
Rapid Translation System, ein zellfreies Protein Transkriptions-/Translations-
System (Roche, Mannheim) nach der Anleitung des Herstellers benutzt. Die

korrekte Expression des rhMIA2 wurde durch Westernblot Analyse Uberpruft.

3.8 Zellkultur

3.8.1 Humane HCC-Zell-Linien

HepG2 ATCC HB-8065
PLC ATCC CRL-8024
Hep3B ATCC HB-8064
HuH-7 JCRB*0403

Die Zell-Linien sind in der American Type Culture Collection (ATCC) und
Japanese Collection of Research Bioresources (JCRB) hinterlegt und wurden von

diesen Zellbanken bezogen.

3.8.2 Zell-Linie von humanen aktivierten hepatischen Sternzellen (HSZ)

Bei dieser Zell-Linie handelt es sich um humane aktivierte hepatische Sternzellen,
die durch die Infektion mit einem hTERT- (human Telomerase reverse

Transcriptase) exprimierenden Retrovirus immortalisiert wurden. Verkirzte
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Telomere kontrollieren die zellulare Seneszenz. Die Expression der katalytischen
Untereinheit der Telomerase stabilisiert die Lange der Telomere und erhoht die

Lebenserwartung von Zellen (149).

3.8.3 Zellkulturmedien

DMEM 4,5 g/l Glukose
300 ug/ml L-Glutamin

Zusatze:

10% (v/v)  FKS

400 U/ml Penicillin

50 pg/ml Streptomycin

HSZ-Medium DMEM
Zusatze:
10 pg/mi Diflucan
4 pg/mi Ciprobay

Einfriermedium 5 Vol. DMEM
3 Vol. FKS
2 Vol. DMSO

3.8.4 Kultivierung von Zell-Linien

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank (Hera Safe, Heraeus,
Osterode) durchgefuhrt. Die verwendeten Zellen wurden in einem Brutschrank
(Binder Serie CB, Binder, Tuttlingen) in DMEM mit 10% FKS und
Penicillin/Streptomycin bei 37°C und 10% COg kultiviert. Die adharenten Zellen
wurden zum Passagieren mit PBS gewaschen und mit Trypsin (0,05%)/EDTA
(0,02%) (PAA Laboratories, Cdlbe) bei 37°C von der Zellkulturschale abgeldst.
AnschlieRend wurden sie in DMEM mit 10% FKS aufgenommen und 1:3 bis 1:10
verdunnt in neue Zellkulturflaschen verteilt. Ein Mediumwechsel erfolgte jeden
zweiten Tag. Das Wachstum und die Morphologie der Zellen wurden mit einem
Mikroskop (Olympus CKX41 mit ALTRA20 Soft Imaging System, Olympus,
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Hamburg) kontrolliert bzw. dokumentiert. Entstandener Zellkulturabfall wurde vor

der Entsorgung autoklaviert (Sanoclav, Wolf, Geislingen).

3.8.5 Isolation von primdaren humanen Hepatozyten (PHH)

PHH wurden in Kooperation mit dem Zentrum flr Leberzellforschung des
Klinikums der Universitat Regensburg mittels einer modifizierten Zweischritt
EGTA/Kollagenase Perfusion aus humanen Leberresektaten isoliert (150; 151).
Die Resektate wurden von Patienten erhalten, die wegen Metastasen von
Karzinomen in der Leber partiell hepatektomiert wurden. Hierbei wurde nur
Lebergewebe zur weiterfuhrenden Zellisolation verwendet, das bei
makroskopischer und mikroskopischer Untersuchung als nicht pathologisch
verandert eingestuft wurde. Weitere Ausschlusskriterien waren das Vorliegen
einer chronischen Hepatitis B oder C Infektion oder andere bekannte
Lebererkrankungen.

Die Verwendung des Patientenmaterials erfolgte nach den Richtlinien der Ethik-

Kommission des Klinikums der Universitat Regensburg.

3.8.6 Isolation von humanen hepatischen Sternzellen (HSZ)

Auch die Isolation von HSZ erfolgte in Kooperation mit dem Zentrum flr
Leberzellforschung des Klinikums der Universitat Regensburg. Nach Perfusion der
Leber und Separation der Hepatozyten durch einen initialen Zentrifugationsschritt
des Perfusats, wurde uns der verbleibende Uberstand, der die Fraktion der nicht-
parenchymatosen Leberzellen enthalt, zur weiteren Isolation der HSZ zur
Verflgung gestellt.

Hierfur wurde die gekuhlte Zellsuspension auf 50 ml Falcon Tubes verteilt und
zunachst einem Zentrifugationsschritt mit 50 g unterzogen (5 min, 4°C), um die
verbliebenen humanen Hepatozyten mit hoherer Sedimentationsdichte zu
separieren. AnschlieRend wurden die Uberstdnde in neue 50 ml Falcon Tubes
uberfuhrt und erneut, diesmal mit 730 g zentrifugiert, wobei die nicht-
parenchymatdsen Leberzellen pelletierten (7 min, 4°C).

Da in den hier durchgefuhrten Arbeiten ausschliel3lich mit aktivierten HSZ
gearbeitet wurde, wurde auf eine weitere Aufreinigung bzw. Separierung der HSZ

von den anderen beiden grof3en Fraktionen nicht-parenchymatdser Zellen, den
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Kupffer-Zellen und den sinusoidalen Endothelzellen (SEC) verzichtet, sondern die
Pellets aus zwei Falcon Tubes wurden direkt in jeweils 8 ml HSZ-Medium
resuspendiert und in einer T75 Flasche ausgesat. Das HSZ-Medium wurde dann
eine Woche lang taglich erneuert, ab der zweiten Woche alle 2-3 Tage.

Unter den gewahlten Zellkulturbedingen, adharieren nur HSZ und Kupffer-Zellen,
nicht aber SEC, die innerhalb 24 h absterben und so beim ersten Mediumwechsel
von der Zellkultur eliminiert werden. Durch die Kultivierung auf einer
Plastikoberflache kommt es binnen ca. 12-14 Tagen zu einer in vitro Aktivierung
der HSZ. Die Zellen transformieren hierbei zu einem Myofibroblasten-ahnlichen
Zelltyp, analog der in der in der Einleitung (S. 6) beschriebenen in vivo Situation,
bei der HSZ in Folge chronischer Leberschadigung aktiviert werden.

Nach ca. 2 Wochen werden die HSZ passagiert und im Verhaltnis 1:3 neu
ausgesat. Zum Passagieren wurde die Zellkultur mit PBS gewaschen und mit
Trypsin (0,05%)/EDTA (0,02%) (PAA Laboratories, Colbe) bei 37°C von der
Zellkulturschale abgelost. Unter diesen Bedingungen I6sen sich nur die
(aktivierten) HSZ von der Zellkulturoberflache, wahrend die Kupffer-Zellen weiter
adharent bleiben. Somit liegt nach der ersten Passage eine reine Kultur aktivierter
HSZ vor, was wir auch bereits in vorangegangenen Untersuchungen bestatigt
hatten (152).

3.8.7 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl und die Vitalitat der Zellen wurden bestimmt, indem die
Zellsuspension mit Trypanblaulésung (Sigma, Deisenhofen) 1:2 verdinnt wurde.
Tote Zellen wurden mit Trypanblau angefarbt und konnten somit im Mikroskop
deutlich von intakten Zellen unterschieden werden. Mit Hilfe einer Neubauer
Zahlkammer (Marienfeld GmbH, Lauda-Kdnigshofen) wurden die lebenden Zellen

innerhalb von vier Grof3quadraten (je 16 Kleinquadrate) ausgezahlt.
Berechnung der Zellzahl: Z [Zellen/ml] = Z x V x 10%/4

Z = Zahl der ungefarbten Zellen in einem GroRquadrat (1 mm?)

V = Verdlnnungsfaktor
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3.8.8 Einfrieren von HCC-Zellen und primaren aktivierten HSZ

Zum Einfrieren wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA von der Zellkulturflasche
abgeldst, pelletiert und in 5 ml DMEM aufgenommen. Pro Cryoréhrchen wurden
900 pl kaltes Einfriermedium vorgelegt und 900 ul Zellsuspension dazupipettiert.
Die Suspension wurde kurz gemischt und danach fur 1 h bei -20°C gelagert.
AnschlieRend wurden die Zellen flr eine Langzeitlagerung in den Stickstofftank
uberfihrt.
Bei primaren aktivierten HSZ wurde die Zellzahl bestimmt und je 1 x 10° aktivierte
HSZ auf ein Cryorohrchen mit vorgelegtem Einfriermedium verteilt. Die Rohrchen
wurden in das mit flissigem Stickstoff befullte manuelle Einfriergerat Nicool LM 10
(Air Liquide, Dusseldorf) Uberfuhrt. Darin wurden die Zellen nach folgendem
Programm eingefroren:

Stufe 4: 30 min

Stufe 8: 30 min

Stufe 10: 30 min

Danach wurden die Zellen in den Stickstofftank tUberfihrt.

3.8.9 Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden schnell in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut und aus dem
Cryoréhrchen in ein 50 ml Falcon mit 8 ml DMEM Uberfihrt. AnschlieRend wurden
die Zellen abzentrifugiert (500 g, 5 min, 4°C) und in eine T25 Kulturflasche mit
5 ml DMEM Medium passagiert.

3.8.10 Generierung von konditioniertem Medium

Zur Herstellung von konditioniertem Medium wurden 1 x 10° aktivierte HSZ in T75
Flaschen ausgesat und 24 h in 10 ml Medium ohne FKS kultiviert. Dieses Medium
wurde anschlieBend abgenommen, abzentrifugiert und fur verschiedene

funktionelle Versuche benutzt.
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3.9 Gewebeproben

3.9.1  Murine HCC-Gewebeproben

Von Prof. Dr. Christian Trautwein (Klinikum der Universitat Aachen) wurde uns
HCC- bzw. nicht-neoplastisches Gewebe aus IgEGF- und c-myc-Mausen zur
Verfligung gestellt (153). Diese transgenen Mauslinien exprimieren entweder
humanes IQEGF (sekretierter Epidermal Growth Factor) unter der Kontrolle eines
leberspezifischen  Albumin  Promotors oder das murine c-myc-Gen
(Myelocytomatosis Viral Oncogene) unter der Kontrolle des aj-Antitrypsin (AAT)
Promotors und entwickeln durch diese Onkogene in einem Zeitraum von ca.

einem Jahr ein HCC.

3.9.2 Humanes HCC-Gewebe

Humanes HCC- und korrespondierendes nicht-neoplastisches Lebergewebe
wurde von Patienten erhalten, die partiell hepatektomiert oder Leber-transplantiert
wurden. Nach makroskopischer Untersuchung durch einen Pathologen wurden die
Proben sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und gelagert.

Die Verwendung des Patientenmaterials erfolgte nach den Richtlinien der Ethik-

Kommission des Klinikums der Universitat Regensburg.

3.10 Molekularbiologische DNA- und RNA-Methoden

3.10.1 DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung wurde mit dem QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach
Anleitung des Herstellers durchgefuhrt. Diese Methode beruht auf der Adsorption
von DNA an eine Silikamembran. Das chaotrope Salz Guanidiniumchlorid
unterstitzt diesen Vorgang. Verschiedene Puffer sorgen daflir, dass nur die DNA
adsorbiert wird. Fremdstoffe wie Zellproteine und Metabolite bleiben in Lésung

und werden ausgewaschen. Die eluierte DNA wurde bei -20°C gelagert.

3.10.2 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung wurde mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach
Anleitung des Herstellers durchgeflhrt. Diese Methode der RNA-Isolation beruht

ebenfalls auf einer spezifischen Aufreinigung der RNA Uber hydrophile Silizium-
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Gelsaulchen unter Verwendung geeigneter Puffersysteme. Gewebe wurde durch
einen Stabhomogenisator (Xenox Motorhandstiick 2.35 mit Roti®-Speed-Riihrer
@ 7 mm, Carl Roth, Karlsruhe) und Zellen durch ein Schreddersaulchen (Qiagen,
Hilden) in 350 pl eines Guanidiniumisothiocyanat enthaltenden Puffer
homogenisiert bzw. lysiert. Dieses chaotrope Salz denaturiert samtliche Proteine
inklusive RNasen und gewahrt somit die Isolation von intakter, nicht degradierter
RNA. Die RNA wurde bei -80°C gelagert.

3.10.3 DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von DNA- und RNA-Lésungen wurde mit dem NanoDrop® ND-

1000 UV/VIS-Spektralphotometer (Peglab, Erlangen) gemessen.

3.10.4 Reverse Transkription von RNA in cDNA

Das Umschreiben von RNA in komplementare cDNA erfolgte mit dem Reverse
Transcription System Kit (Promega, Mannheim). Die Ansatze wurden mit

kontaminationsfreien Aerosolfilter-Pipettenspitzen nach folgendem Schema

pipettiert:
0,5 ug RNA
5 pl MgCl; (25 mM)
2,5 ul 10x Reverse Transcription Puffer
2,5 pl dNTP Mix (10 mM)
1,25 ul Random Primer

0,625 ul RNasin Ribonuklease Inhibitor

Die Proben wurden zum Umschreiben der RNA in cDNA in einem PCR-Cycler
30 min bei 42°C inkubiert und anschlieBend zur Denaturierung der reversen
Transkriptase 5 min auf 99°C erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf 4°C wurde die
cDNA mit 75 pl HoOgest. verdiinnt und direkt zur Amplifizierung eingesetzt oder bei
-20°C gelagert.
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3.10.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Durchfiihrung:

Spezifische DNA-Fragmente wurden durch PCR in einem PCR-Cycler amplifiziert.
Die Ansatze wurden mit kontaminationsfreien Aerosolfilter-Pipettenspitzen nach

folgendem Schema pipettiert:

12,5 ul Qiagen Taq PCR Master Mix (Qiagen, Hilden)
0,5 ul forward Primer (20 yM)

10,5 pl reverse Primer (20 uM)

10 ng DNA

ad 25 Ul HZOdest.

Folgendes PCR-Programm wurde je nach Schmelztemperatur der Primer

und Amplifikatlange modifiziert:

Initiale Denaturierung: 95°C, 10 min

3 Stufen PCR: 95°C, 30s
55-65°C, 30 s —35 Zyklen
72°C, 30-120 s

Finaler Schritt: 72°C, 7 min

5-10 ul des PCR-Produktes wurden mit Auftragspuffer (Peglab, Erlangen) versetzt
und zur Uberprifung tber ein Agarosegel mit Ethidiumbromid (50 ug/100 ml Gel)

aufgetrennt.

3.10.6 Quantitative real time (RT) PCR

Durchfiihrung:

Die Expressionsstarke von mRNA wurde in einer quantitativen real time (RT) PCR
Reaktion mit Hilfe des LightCycler Il Systems (Roche Diagnostics, Mannheim)
quantifiziert. Die Funktion der quantitativen real time PCR beruht auf dem Prinzip
der herkdbmmlichen Polymerase-Kettenreaktion und bietet zusatzlich die

Moglichkeit der Quantifizierung. Die Quantifizierung der PCR-Produkte wird mit


http://de.wikipedia.org/wiki/Polymerase-Kettenreaktion
http://de.wikipedia.org/wiki/Quantitative_Analyse
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Hilfe von Fluoreszenz-Messungen am Ende bzw. wahrend eines PCR-Zykluses
durchgefuhrt. Dabei wird der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green genutzt. Dieser
Farbstoff interkaliert mit doppelstrangiger DNA, wodurch die Fluoreszenz-
Emission signifikant ansteigt. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge
der PCR-Produkte zu, wodurch eine Quantifizierung ermdglicht wird. Fir die
Quantifizierung der mRNA Expressionsstarke wurde fur humane und murine
Proben als Standard das Haushaltsgen R-Aktin benutzt. Die Quantifizierung der
MRNA Expression erfolgte mit der zugehdrigen LightCycler Il Software nach
Angaben des Herstellers.

Die quantitative PCR Reaktion wurde in einem 20 yl Ansatz nach Anleitung des
QuantiTect® SYBR® Green PCR Master Mix Protokolls (Qiagen, Hilden)
durchgefuhrt:

10 pl QuantiTect® SYBR® Green PCR Master Mix
2 ul cDNA

0,5 forward Primer (20 uM)

0,5 ul reverse Primer (20 uM)

7 ul H20 gest.

Folgendes Standardprogramm wurde je nach Schmelztemperatur der Primer

modifiziert:

Initiale Denaturierung: 20°C/s auf 95°C, 900 s

3 Stufen PCR: 20°C/s auf 95°C, 15 s
20°C/s auf 55-65°C, 20 s —40 Zyklen
20°C/s auf 72°C, 20 s

Analyse der Schmelzkurve 20°C/s auf 95°C, 0 s

20°C/s auf 65°C, 15 s
0,1°C/s auf 95°C, 0 s
20°C/s auf 40°C, 30 s


http://de.wikipedia.org/wiki/SYBR_Green
http://de.wikipedia.org/wiki/SYBR_Green
http://de.wikipedia.org/wiki/SYBR_Green
http://de.wikipedia.org/wiki/Fluoreszenz
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Folgende Primer wurden fiir die quantitative real time PCR:

Name forward Primer reverse Primer

human B-Aktin 5-CTA CGT CGC CCT GGA CTT CGA GC 5-GAT GGA GCC GCC GAT CCA CAC GG
human FGFR2-lllb | 5-TGC TGG CTC TGT TCA ATG TG 5-GGC GAT TAA GAA GAC CCC TA
human FGFR2-llic | 5-ACA CCA CGG ACA AAG AGA TT 5-GGC GAT TAA GAA GAC CCC TA
human FGFR1 5-CAG TGA CAC CAC CTACTT C 5-GCA CCA CAG AGT CCATTAT
human GLUT1 5-AAC TCT TCA GCC AGG GTC CAC 5-CAC AGT GAA GAT GAT GAA GAC
human HNF1 5-CCT GTC CCA ACA CCT CAA CAA 5°-TCT CTC GCT CCT CCT TGC TA
human IL8 5-TCT GCA GCT CTG TGT GAA GGT GCA GTT | 5-AAC CCT CTG CAC CCA GTT TTC CT
human MIA2 5-ATG GCA AAA TTT GGC GTT C 5-CAC CTC TTC AAT CTG GAC TGC
human MTAP 5'-GCG AAC ATC TGG GCT TTG 5'-GCA CCG GAG TCC TAG CTT C
mouse B-Aktin 5-AGG CCA ACC GTG AAAAGA T 5-GGC GTG AGG GAG AGC ATA
mouse FGFR2-lllb | 5-GCC CAT CCT CCA AGC TG 5-TGG TTG GCC TGC CCT ATA

Tabelle 1. Verwendete forward und reverse Primer fir real time PCR, Spezies: mouse oder
human.

Die Primer wurden von der Firma SIGMA Genosys, Hamburg synthetisiert. Es
wurde eine 100 yM Stammldsung der Primer durch Lésen in HyOgest. hergestellt
und bei -20°C gelagert.

3.10.7 Nachweis genomischer Verluste

FUr einen groben Nachweis einer genomischen Deletion in der chromosomalen
Region 10q wurde ein 344 bp Fragment im Exon 8 des FGFR2 Genes amplifiziert.
Dafur wurde ein Primerpaar (FGFR2-F: 5-GCC GCT GTT TAG ACG TAA TG und
FGFR2-R: 5-TCT CCC AAA GCA CCA AGT CT) benutzt, das erst kirzlich
publiziert wurde (154).

3.10.8 Analyse der Promotormethylierung

Azacytidin Behandlung

Durch 5-Azacytidin kann der Methylierungszustand von Promotoren charakterisiert
werden. 5-Azacytidin ist ein chemisches Analogon des Nukleosids Cytidin und ein
Arzneistoff, welcher als Zytostatikum in der Chemotherapie verwendet wird.
Werden Zellen mit 5-Azacytidin behandelt, wird es wahrend der Replikation in die
DNA und wahrend der Transkription in die RNA eingebaut. Dieser Einbau von 5-
Azacytidin in DNA und RNA hemmt DNA-Methyltransferasen bzw. RNA-


http://de.wikipedia.org/wiki/Analogon_%28Chemie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Nukleosid
http://de.wikipedia.org/wiki/Cytidin
http://de.wikipedia.org/wiki/Arzneistoff
http://de.wikipedia.org/wiki/Zytostatikum
http://de.wikipedia.org/wiki/Chemotherapie
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Methyltransferasen und verursacht dadurch eine Demethylierung methylierter
Sequenzen. Dadurch kénnen durch Hypermethylierung regulierte Gene wieder
exprimiert werden. Nach 5-Azacytidin Behandlung wurde die mRNA Expression

durch quantitative real time PCR Uberpruft.

Methylierungs-spezifische PCR Analyse

Um den Methylierungsstatus der 5’-Promotorregion des FGFR Gens zu
untersuchen, wurde eine methylierungs-spezifische PCR Methode angewandt, wie
sie z.B. auch bei Ricol et al. beschrieben ist (155). Die Methode beruht darauf,
dass einige Restriktionsenzyme nicht in der Lage sind, methylierte DNA zu
spalten.

Die DNA (1 pg) wurde mit je 10 Units der Restriktionsenzyme Atll und Mspl
(methylierungs-insensitiv), sowie Ec/Vl, Smal und Hpall (methylierungs-sensitiv)
16 h bei 37°C (25°C fur Smal) verdaut. AnschlieBend wurden die Enzyme bei
65°C hitzeinaktiviert. Die verdaute DNA (50 ng) wurde mit Primern (F-5'-AGT CAC
TCA GCG AGC CGT TGG und R-5-GGG TCA CGC CCC CAC TGA AAC)
amplifiziert, die die beschriebene CpG Insel im FGFR2 Promotor flankieren (156).

3.10.9 Sequenzierung

Die Sequenzierung von PCR-Produkten und Plasmid-DNA wurde von der Firma

Entelechon, Regensburg durchgefuhrt.

3.10.10 Gelelektrophorese

Verwendeter Puffer:
TAE-Puffer 40 mM Tris/Acetat
1 mM EDTA pH 8,5

Durchfiihrung:

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese
(Owi Separation Systems B1 und B2, Peqglab, Erlangen). Je nach
aufzutrennenden FragmentgrolRen wurden Gele mit einer Agarosekonzentration
von 0,8%-2% in TAE-Puffer verwendet. Die Fragmente konnten durch den

fluoreszierenden und mit DNA interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid



Materialien und Methoden 38

(50 pg/100 ml Gel) mittels UV-Transilluminator (Image Station 440, Kodak,
Stuttgart) nachgewiesen und fotografisch dokumentiert werden. Die GroRRe der
Fragmente wurde durch die Verwendung eines 50 bp, 100 bp bzw. 1 kb DNA-

Grolenstandards (Peqglab, Erlangen) bestimmit.

3.10.11 Restriktionsverdau

Die Spaltung von DNA durch Restriktionsenzyme (Roche, Mannheim) erfolgte in
einem Volumen von 20 pyl mit etwa 0,5 pg Plasmid-DNA, 5-10 Units des
entsprechenden Enzyms und 2 pyl des vom Hersteller empfohlenen
Reaktionspuffers. Die Ansatze wurden 1-2 h bei der optimalen
Reaktionstemperatur inkubiert und anschlieend mittels Gelelektrophorese

aufgetrennt.

3.10.12 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die mit Ethidiumbromid gefarbten DNA-Fragmente wurden nach der Auftrennung
auf dem UV-Transilluminator UVT-20M (Herolab, Wiesloch) mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Die anschlieRende Gelextraktion erfolgte mit dem QIAquick® Gel

Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach beiliegendem Protokoll.

3.10.13 Ligation

Die Ligation von Plasmiden und Insert-DNA wurde mit einer Ligase (New England
Biolabs, Frankfurt am Main) durchgefuhrt. Die Ligationsreaktion wurde 16 h bei

16°C in folgendem Reaktionsansatz durchgefuhrt:

2 ul Ligase Puffer
0,1-0,3 ug Ziel-Vektor
0,3-1,5ug Insert DNA
400 Units T4 DNA Ligase
ad 20 pl H2Ogest.

Nach der Reaktion wurde die Ligase 10 min bei 65°C hitzeinaktiviert und

anschliel3end in einen kompetenten Bakterienstamm transformiert.
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Alle klonierten Konstrukte wurden durch Sequenzierung auf ihre Richtigkeit

Uberpraft.

3.10.14 MIA2 siRNA Vektor

Die Herstellung des shRNA-Expressionsplasmides erfolgte nach dem Protokoll:
»,RNAi-basierter konditioneller Gen Knockdown in Mausen durch einen Vektor
unter U6 Promotorkontrolle® (157). Das Prinzip der RNA Interferenz (RNAi) beruht
darauf, dass die Expression von Genen durch small interfering RNAs (siRNAs)
oder short hairpin RNA (shRNA)-produzierende Vektoren unterdruckt werden
kann. Diese Vektoren konnen auch stabil in Genome integriert werden. Durch
spezifische Promotoren kann die Expression zudem induziert und somit kontrolliert
werden. Die von Vektoren transkribierte shRNA wird in das Zytoplasma exportiert
und vom RISC loading complex (RLC) in den RNA-induced silencing complex
(RISC) eingebaut, dessen zentraler Bestandteil die Endonuklease Argonaut 2
(Ago2) ist (Abbildung 10). Bei diesem Vorgang wird der sense-Strang der siRNA
verworfen, wahrend der antisense-Strang im RISC zur Ziel-RNA geleitet wird und

deren Spaltung induziert (158).
oo synthetische siRNA
sense Strang RISC \
RLC o™ "oy, ﬁ
% + _| anﬂsgnseﬂ_Sl:rang
mRNA d ! I}'

Spaltdng der
ity Ziel-RNA /

Abbildung 10. Mechanismus der RNA Interferenz: Exogen applizierte oder im Zellkern
transkribierte shRNAs werden im Zytoplasma vom RISC Loading Complex (RLC) in den RNA-
induced silencing Complex (RISC) eingebaut, wodurch die Spaltung der Ziel-RNA durch das
Argonaut 2-Protein ermdglicht wird, Abbildung modifiziert aus Rohl und Kurreck, 2006.

Die ausgewahlten siRNA Sequenzen wurden in zwei Schritten palindromisch in
das Expressionsplasmid pBS/U6 ploxPneo inseriert. Der Promotor des
Expressionsplasmides ist durch die Insertion einer Neomycin Kassette inaktiviert,
die von sog. loxP sites flankiert wird (Abbildung 11). Diese kurzen DNA
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Sequenzen werden von der Cre-Rekombinase erkannt. Durch dieses Enzym wird

die Neomycin Kassette deletiert und der Promotor aktiviert (159).

DSE }_ Neo — PSE — TATAJ- -

+1

loxP loxP

Cre-Rekombinase
4|—’ MIA2
shRNA
DSE — — PSE — TATA —
]_ +1

Abbildung 11. Struktur des UG6-ploxPneo-MIA2 Transgens: Inaktiv durch Neomycin (Neo)
Kassette im U6 Promotor und somit keine MIA2 shRNA Expression; nach Deletion des loxP Neo
durch die Cre-Rekombinase Aktivierung des Promotors und Bildung der MIA2 short hairpin RNA
(shRNA); DSE (Distal Sequence Element), PSE (Proximal Sequence Element), TATA (U6 TATA
Box), Abbildung modifiziert aus Coumoul et al., 2005.

Fir die erste Insertion wurde der Vektor mit dem Restriktionsenzym Apal verdaut
und die Uberhangenden Enden mit dem Klenowenzym (Roche, Mannheim)
aufgefullt. AnschlieRend wurde der linearisierte Vektor noch Hindlll verdaut. Fir
das erste Insert wurden Oligo 1 (5-AAG AGA TAT CTG TTT ATG TTA A) und
Oligo 2 (5"-AGCTT TAA CAT AAA CAG ATA TCT CTT) miteinander annealed, so
dass am 3°-Ende ein Uberhang in Form einer Hindlll Erkennungssequenz
entstand. Nach der ersten Ligation wurde der Vektor EcoRI/Hindlll verdaut und
das Insert aus Oligo 3 (5"-AGCTT TAA CAT AAACAG ATATCTCTTCTTTTT G)
und Oligo 4 (5-AATTC AAAAA G AAG AGA TAT CTG TTT ATG TTA A) mit einer

Hindlll Erkennungssequenz am 5°- und einer EcoRI Erkennungssequenz am 3’-

Ende ceingeflgt. Die Hindlll Erkennungssequenz diente als Spacersequenz
zwischen den palindromischen Inserts, wodurch die Bildung einer
Haarnadelstruktur  ermdglicht wurde (Abbildung 12). Vor der EcoRI
Erkennungssequenz sorgten funf Thymidine in Reihe flr die Termination der

Polymerase III.

——{  U6-Promotor | —mlpy—
L —5

ShRNA
Abbildung 12. Schematische Darstellung der Lage von Insert 1 (rot: sense Strang) und Insert 2
(grin: antisense Strang) hinter dem U6 Promotor; nach der Transkription resultiert daraus die

shRNA (short hairpin RNA); der sense und antisense Strang werden durch eine Spacersequenz
verknulpft (blau).




Materialien und Methoden 41

3.10.15 Transiente und stabile Transfektion

Zur Transfektion von Zellen wurde das Transfektionsreagens Lipofektamin™ 2000
(Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Bei 50-80% Konfluenz wurden die Zellen mit
frischem Medium versorgt und der Transfektionsansatz zupipettiert. Dies erfolgte
nach Protokoll und Mengenangaben des Herstellers, wobei standardmalig 0,5 pg
Plasmid-DNA pro Versuchsansatz eingesetzt wurden. Das Transfektionsgemisch
wurde nach 4 h durch frisches Medium ersetzt und die Zellen bis zur RNA- bzw.
Proteinisolierung weitere 24-48 h inkubiert.

Zur Herstellung von stabil transfizierten Zell-Linien wurde ein Expressionsvektor
mit Resistenzgen in die Zellen eingebracht und durch Zugabe des Antibiotikums
Geniticin ein Selektionsdruck aufgebaut. Dadurch konnten nur Zellen, die den

Vektor aufgenommen hatten, Uberleben.

3.10.16 siRNA (small interfering RNA)

Verwendete siRNAs:

Name Target Sequenz

GLUT1 siRNA1: Hs_SLC2A1_5 CAG CTG GAT GAG ACT TCC AAA
GLUT1 siRNA2: Hs_SLC2A1_6 CTC CAC GAG CAT CTT CGA GAA
MIA2-1 AAG AGATAT CTG TTT ATG TTA
MIA2-2 TTC CAT GTA CAG AAA TAT TAA
MIA2-3 TCG GAA GTA CCA GTG AAT CAA
MIA2-4 CAG AGA TGC AGT CGA GAT TGA
HNF1: Hs_TCF1_1 CAG GAC AAG CAT GGT CCC ACA
AllStars Negative Control siRNA keine Sequenz verfugbar

AllStars Negative Control siRNA Alexa Fluor 488 keine Sequenz verfligbar

Tabelle 2. Verwendete siRNAs, Name und Target Sequenz.

Die siRNAs wurden von der Firma Qiagen, Hilden bezogen.

siRNA Transfektion:

Zur Transfektion von Zellen mit siRNA wurde das Transfektionsreagens HiPerFect

(Qiagen, Hilden) verwendet. Die Transfektion wurde nach Anleitung des
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Herstellers durchgefiihrt: In einer 12-well Platte wurden 2 x 10° Zellen mit 75 ng

siRNA und 6 pl Transfektionsreagens transfiziert.

3.11 Proteinbiochemische Methoden

3.11.1 Verwendete Antikorper

1. Antikorper Verdiinnung WB | Verdiinnung IH |Firma

R-Aktin (mouse) 1:20.000 — Sigma, Deisenhofen

ERK (rabbit) 1:1.000 - Cell signaling, Frankfurt a.M.
Glut1 (rabbit) 1:500 1:50 Lab Vision, Wedel

MiB1 (mouse) --- 1:10 Dako, Hamburg

MIA2 (rabbit) 1:300 1:30 Biogenes, Berlin

pERK (rabbit) 1:1.000 --- Cell signaling, Frankfurt a.M.

Tabelle 3. Angabe der verwendeten 1. Antikdrper (mouse oder rabbit) gegen humanes Protein und
Angabe der verwendeten Verdinnung fir Westernblot (WB) Analyse und Immunhistochemie (IH)
sowie Herstellerfirma.

2. Antikorper fir WB Verdiinnung Firma

anti-mouse HRP 1:3.000 Santa Cruz, Heidelberg
anti-rabbit HRP 1:3.000 Santa Cruz, Heidelberg
anti-rabbit Alexa Fluor 488 1:200 Molecular Probes, Leipzig
2. Antikorper fiir IH Verdiinnung Firma
anti-mouse/rabbit HRP LSAB2-Kit Dako, Hamburg

Tabelle 4. Verwendete 2. Antikbrper gegen mouse oder rabbit 1. Antikdrper, konjugiert mit
Horseradish Peroxidase (HRP) oder dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 488 und Angabe der
eingesetzten Verdiinnung sowie Herstellerfirma.

FGFR2-lllb Antikorper

Der Antikérper wurde in Kooperation mit der Firma Biogenes (Berlin) generiert,

indem Hasen mit einem synthetischen Peptid immunisiert wurden. Das
Oligopeptid mit der Aminosauresequenz HSGINSSNAEVL ist korrespondierend zu
den Aminosauren 314-325 im alternativ gespleidten Teil der dritten extrazellularen

Immunglobulin (Iglll) Domane des humanen FGFR2-llIb (87). Fur Westernblot
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Analysen und Immunhistochemie wurde das Antiserum in einer Verdunnung von

1:400 eingesetzt.

3.11.2 Herstellung von Gesamtproteinlysaten

Verwendeter Puffer:
RIPA-Puffer 50 mM Tris/HCI; pH 7,5
150 mM NaCl
1% (V/Vv) Nonidet® P40
0,5% Natriumdesoxycholat
0,1% (w/v) SDS

Durchfiihrung:

Zur Extraktion von Gesamtprotein aus Zell-Linien wurde das Kulturmedium
abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS-Puffer gewaschen. Anschlielend
wurden sie mit einem Zellschaber (Corning, New York, USA) abgeschabt und in 1
ml geklhlten PBS-Puffer aufgenommen. Nach Zentrifugation (1.500 g, 5 min, 4°C)
wurde das Zellpellet in 200 ul RIPA-Puffer resuspendiert und mit einem
Ultraschallgerat (Sonoplus HD 70, Bandelin Elektronik, Berlin) bei einer Intensitat
von 40% 10 x 3 s lysiert. AnschlieBend wurden die geldsten Proteine durch
Zentrifugation (16.000 g, 10 min, 4°C) von den nicht-I6slichen Zellbestandteilen
abgetrennt. Die Proteinlosung wurde bei -20°C gelagert.

3.11.3 Herstellung nuklearer Extrakte

Verwendete Puffer:

Puffer 1 10 mM Hepes; pH 7,9
10 mM KCI
0,1 mM EDTA
0,1 mM EGTA

Puffer 2 20 mM Hepes; pH 7,9
0,4 mM NaCl
1 mM EDTA

1 mM EGTA
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Durchfiihrung:

Vor Gebrauch wurden die Puffer mit 1 mM DTT versetzt und auf Eis gekuhlt. Die
Zellen wurden mit Trypsin/EDTA von der Zellkulturschale geldst und durch
Zentrifugation pelletiert (700 g, 5 min, 4°C). AnschlieRend wurde das Zellpellet in
400 pl Puffer 1 (hypotonisch) resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Nach der
Zugabe von 25 ul Nonidet P40 (10%) lysierten die Zellen und die Zellkerne wurden
durch Zentrifugation (10.000 g, 5 min, 4°C) von den zytoplasmatischen
Bestandteilen getrennt. Das nukleare Pellet wurde danach in 50 ul Puffer 2
resuspendiert. Um die Zellkerne aufzuschlieRen wurden sie 15 min auf einem
Schuttler bei 4°C inkubiert. Nach der folgenden Zentrifugation (16.000 g, 10 min,
4°C) wurde der Uberstand mit den nukledren Proteinen in flissigem Stickstoff

schockgefroren.

3.11.4 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationen wurden unter Verwendung des BCA™ Protein Assay
Kit (Pierce, Rockford, USA) bestimmt. Bei der sog. Biuret Reaktion wird Cu?*
durch Proteine zu Cu® reduziert. Zusammen mit Bicinchromséaure (BCA) bildet sich
ein lila Farbkomplex. Dieser kann durch eine photometrische Messung bei 562 nm
quantifiziert werden.

Zu 1 yl Gesamtproteinlysat wurden 200 ul alkalische BCA-Kupfer(ll) Losung (50
Teile Losung A mit einem Teil Losung B) in eine 96-Well Platte gegeben und ca.
10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Messung bei 562 nm in einem
Spektrophotometer konnte die Absorption bestimmt werden. Durch parallele
Quantifizierung eines BSA-Standards konnte  die  Absorption in

Proteinkonzentrationen umgerechnet werden.

3.11.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Verwendete Puffer:

Laemmli-Puffer 62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8
2% (w/v) SDS
10% (v/v)  Glycerin
5% B-Mercaptoethanol
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Laufpuffer

10% Trenngel

5% Sammelgel

Durchfiihrung:

25 mM
200 mM
0,1% (w/v)

7,9 mi
5,0 ml
0,2 ml
6,7 ml

0,2ml
0,008 ml

2,7ml
0,5ml
0,04 ml
0,67 ml

0,04 ml
0,004 ml

Tris/HCI, pH 8,5
Glycin
SDS

H2Ogest.

1,5 M Tris/HCI pH 8,8
10% (w/v) SDS
Acrylamid/Bis-Acrylamid
(30%/0,8% wi/v)

10% (w/v) APS

TEMED

H20gest.

1,0 M Tris/HCI pH 6,8
10% (w/v) SDS
Acrylamid/Bis-Acrylamid
(30%/0,8% wi/v)

10% (w/v) APS

TEMED

Das Proteinlysat wurde 5 min in Laemmli-Puffer bei 95°C erhitzt und anschlielend
bei 35 mA/150 V (XCell SureLock™ Mini-Cell, Invitrogen, Karlsruhe) auf einem

SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Zur Gro3enbestimmung der Proteine wurde

der Full Range Rainbow Molecular Weight Marker (GE Healthcare, Freiburg)

verwendet.

3.11.6 Proteindetektion durch Westernblotanalyse

Verwendeter Puffer:

Transferpuffer

10% (V/Iv)
25 mM
190 mM

Methanol
Tris

Glycin
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Durchfiihrung:

Um die mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine
durch Antikorper nachweisen zu konnen, wurden diese elektrophoretisch (XCell
[I™ Blot Module, Invitrogen, Karlsruhe) 1,5 h bei 220 mA/300 V auf eine
Nitrocellulose-Membran (Invitrogen, Karlsruhe) transferiert.

Die Membranen wurden anschlieBend zur Absattigung unspezifischer
Bindungsstellen 1 h bei RT in PBS mit 3% BSA oder 5% Milchpulver in PBS-Puffer
geblockt und Uber Nacht bei 4°C mit dem 1. Antikorper inkubiert. Nach dem
Waschen mit PBS wurde die Membran mit einem HRP- (Horseradish Peroxidase)
konjugierten 2. Antikérper fur 1 h bei RT inkubiert. Anschlielend wurde die
Membran mit PBS-Puffer gewaschen und 1 min mit dem Detektionssystem ECL
Plus (GE Healthcare, Freiburg) vorinkubiert. Durch dieses System kodnnen
Proteine durch Chemilumineszenz detektiert werden. Es besteht aus einem PS-3
Acridan Substrat, das durch die HRP in einen Acridiniumester umgewandelt wird.
Der Ester reagiert unter alkalischen Bedingungen mit Peroxid und emitiert Licht.
Dieses wurde mit einem Biomaxfiim (Kodak, Stuttgart) autoradiographisch
dokumentiert. Der Film wurde in einem Automaten (Curix 60, Agfa, Koln)
entwickelt. Alle Inkubationsschritte wurden unter Schwenken auf einem

Kreisschuttler durchgefuhrt.

3.11.7 HCC-Tissue-Microarray

Fur vergleichende immunhistochemische Untersuchungen wurde zudem ein HCC-
Tissue-Microarray (TMA) verwendet, in dem 85 formalinfixierte und in Paraffin
eingebettete humane HCC-Gewebe sowie 81 korrespondierende nicht-
neoplastische Lebergewebe zusammengefasst wurden.

Die Herstellung des TMA erfolgte in Kooperation mit Herrn Prof. Dr. Arndt
Hartmann und Herrn Dr. Peter Wild am Institut fir Pathologie der Universitat
Regensburg wie beschrieben (160).

Das Patientenkollektiv besteht aus unselektionierten Patienten, die in den Jahren
1993 bis 2005 am Klinikum der Universitat Regensburg behandelt worden waren
und von denen am Institut fir Pathologie ein fur die Herstellung des TMA
geeigneter Paraffinblock zur Verfugung stand. Es umfasst 69 (81,2%) Manner und
16 (18,8%) Frauen mit einem Durchschnittsalter von 61 Jahren
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(min. 20 /max. 85 Jahre). Weitere klinische und pathologische Patientendaten sind

in der Tabelle 5 zusammengefasst.

Klinisch-pathologische Charakteristika

Variable Kategorie n % Variable Kategorie n %
Alter bei Diagnose Atiologie
<60 Jahre 39 45,9 HBV 9 10,6
>60 Jahre 46 54,1 HCV 7 82
Alkohol 34 40,0
Geschlecht andere 3 3,5
weiblich 16 18,8 unbekannt 32 37,6
mannlich 69 81,2
TumorgroBe
Tumor-Staging <5cm 36 42,4
T1 13 1,0 >5cm 30 35,3
T2 25 29,4 unbekannt 19 22,4
T3 41 48,2
T4 3 3,5
unbekannt 3 3,5
Tumor-Grading
G1 29 34,1
G2 48 56,5
G3 8 9,4

Tabelle 5. Kilinisch-pathologische Charakteristika des Patientenkollektivs fiir HCC-Tissue-

Microarray.

Das Tumor-Staging wurde nach der TNM-Klassifikation durchgefuhrt (161). Die

Stadieneinteilung von malignen Tumoren richtet sich nach Ausdehnung des

Tumors, Lymphknotenmetastasen (Nodes) und Fern-Metastasen (pT1-pT4). Die

Stadien werden folgendermalen eingeteilt:

T1
T2

T3

T4

solitarer Tumor, ohne Gefalinvasion

solitarer Tumor mit Gefallinvasion oder multiple Tumoren, keiner
mehr als 5 cm in gréfiter Ausdehnung

multiple Tumoren mehr als 5 cm in groter Ausdehnung oder
Tumoren mit Befall eines grolReren Astes der Vena porta oder der
Venae hepaticae

Tumor(en) mit direkter Invasion von Nachbarorganen ausgenommen
Gallenblase oder Tumor(en) mit Perforation des viszeralen

Peritoneums
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Das histologische Grading beschreibt den Differenzierungsgrad des Tumors: gut,
mittel oder schlecht differenziert entsprechend G1-3 (162).
Die Verwendung des Patientenmaterials erfolgte nach den Richtlinien der Ethik-

Kommission des Klinikums der Universitat Regensburg.

3.11.8 Histologische und immunhistochemische Analysen

FUr histologische und immunhistochemische Untersuchungen wurden von
formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeproben sowie von den
TMA Blocken Schnitte mit einer Starke von 5 ym angefertigt und auf Objekttrager

(Menzel-Glaser, Braunschweig) uberfuhrt.

Fur histologische Untersuchungen wurden die Schnitte Hematoxylin/Eosin
(HE) gefarbt:

Hamatoxylin farbt alle sauren beziehungsweise basophilen Strukturen blau,
insbesondere Zellkerne mit der darin enthaltenen Desoxyribonukleinsaure (DNA)
und das raue endoplasmatische Retikulum (rER). Eosin ist ein synthetischer
saurer Farbstoff und farbt alle azidophilen bzw. basischen (eosinophilen)
Strukturen rot, was vor allem die Zellplasmaproteine umfasst. Nach der H-Farbung
erscheinen die Zellkerne zunachst rétlich-braun aufgrund des niedrigen pH-Wertes
der Farbelésung. Durch Erhéhung des pH-Wertes (Blauen) mittels Spilen in
Leitungswasser schlagt der Farbton in das typische Blauviolett um. AnschliefRend
folgt die Zytoplasma-Farbung in einer alkoholischen oder wassrigen Losung von
Eosin. Durch weitere Spulschritte Uber Alkoholldsungen in aufsteigender
Konzentration bis zu absolutem Alkohol wird das Wasser aus dem Gewebeschnitt

verdrangt. SchlieRlich wird der entwasserte Schnitt in Xylol geklart.

Im Einzelnen wurden folgende immunhistochemische Farbungen
durchgefuhrt:

MIA2, FGFR2-IlIb, GLUT1 und MiB1/Ki67 (Antikdrper siehe 3.11.1).

Die Visualisierung der immunhistochemische Farbungen erfolgte mit dem LSAB2-
Kit (Dako, Hamburg, siehe 3.11.1) nach dem indirekten Immunoperoxidase

Protokoll gemaR den Angaben des Herstellers.
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Die gefarbten Schnitte wurden anschlieRend mit einem Eindeckmittel (Vector
Laboratories, Burlingame, USA) und einem Deckglas (Carl Roth, Karlsruhe)
bedeckt.

FUr die Fragestellung der MIA2 und FGFR2-lllb Expression im HCC wurde die
Intensitat der Farbung nach einem dreistufigen Punktesystem (0-2+)
semiquantitativ bewertet: 0, negativ; 1+, schwach positiv; 2+, stark positiv. In
Anbetracht der kleinen Menge an Gewebe jedes individuellen Tumors auf dem
TMA, wurde dabei jeweils auch bereits eine schwache Immunreaktion als positiv
(1+) gewertet.

Im Falle der immunhistochemischen Analyse von GLUT1 wurden alle Falle mit
einer 100% negativen immunhistochemischen Farbung fur GLUT1 als GLUT1
negativ eingestuft. Die restlichen Falle wurden als GLUT1 positiv eingestuft.

Die Auswertung erfolgte hierbei jeweils geblindet durch Kooperationspartner im
Institut fir Pathologie: Frau PD Dr. Frauke Bataille und Herrn Prof. Dr. Arndt

Hartmann.

3.11.9 Immunfluoreszenz

FUr die Immunfluoreszenz wurden die Zellen auf sog. ,Lab-Teks“ (Nalge,
Naperville, USA) ausgesat. ,Lap Teks® sind Objekttrager, bestehend aus acht
abnehmbaren Kammern mit Deckel. In diese Kammern wurden jeweils 2 x 10*
Zellen ausgesat. Nach 48 h Inkubation im Brutschrank bei 37°C wurden die Zellen
mit einer Paraformaldehydlosung (4%, 250 pl pro Kammer) 15 min fixiert. Fur eine
intrazellulare Farbung wurden die Zellen anschlielend 5 min mit einer Triton-X-
100-L6ésung (0,1%) permeabilisiert. Dem sorgfaltigen Waschen mit PBS folgte das
Blockieren des Praparats fir 1 h mit 1% BSA in PBS. Daraufhin wurden die Zellen
1 h mit dem primaren Antikorper in 1% BSA in PBS inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS fur 10 Minuten folgte eine einstindige Inkubation mit dem
fluoreszenzmarkiertem sekundaren Antikdrper (siehe Tabelle). Uberschissiger
Antikérper wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Nach dem
Waschen wurden die Kammern vom Objekttrager abgehebelt. Die Zellkerne
wurden mit DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) angefarbt, das im Vectashield
mounting medium (Vector Laboratories, Burlingame, USA) enthalten war. Die
Fluoreszenzfarbung konnte mit dem Fluoreszenzmikroskop Axio Imager Z1 (Zeiss,

Gattingen) kontrolliert werden.
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3.11.10 TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling)

Aus formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Nacktmaustumoren wurden
Gewebeschnitte mit einer Dicke von 5 pm angefertigt. In diesen wurden
apoptotische Zellen durch das DeadEnd Fluorometric TUNEL System (Promega,
Mannheim) nach Anleitung des Herstellers nachgewiesen. Dabei werden freie
DNA-Enden, die typisch fur apoptotische Zellen sind, durch die terminale
Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) mit Fluorescein-12-dUTP markiert und
konnen so visualisiert werden. Die Kernfarbung erfolgte mit einer DAPI-L6sung
(siehe 3.11.9). Die Fluoreszenzfarbung wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop

(siehe 3.11.9) analysiert.

3.11.11 Quantifizierung der aktiven nuklearen NFkB Konzentration

Die aktivierte p65 Untereinheit NFkB wurde in nukledren Extrakten mit dem
TransAM™ NFkB ELISA (Active Motif, Rixensart, Belgien) nach Anleitung des
Herstellers quantifiziert.

3.12 Laktatmessung

Die Bestimmung der Laktatkonzentrationen in Zellkulturiuberstanden wurde in
Kooperation mit dem Institut fur klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin am

Klinikum der Universitat Regensburg durchgefuhrt.

3.13 Durchflusszytometrische Analyse

Fluoreszenzmarkierte = Zellsuspensionen  wurden im  Durchflusszytometer
(Coulter®?EPICS®XL™, Beckman Coulter, Krefeld) bei einer Wellenldnge von
488 nm (Argonlaser) vermessen. Die Durchflusszytometrie ermdglicht eine
mehrparametrische Analyse von Zellen innerhalb kurzer Zeit (10° Zellen/s). Durch
Detektion des Streulichtverhaltens und der Fluoreszenz von Einzelzellen konnten
chemische und physikalische Eigenschaften der Zellen erfasst werden. Samtliche
Messungen wurden mit der Software WinMDI (Version 2.8, http://facs.scripps.edu)

ausgewertet.
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3.14 Funktionelle Untersuchungen

3.14.1 Apoptose

Lipoapoptose Modell

FUr Apoptoseanalysen verschiedener Zellen wurde mit der freien Fettsaure
Palmitat Uber JNK (c-Jun NH,-terminal Kinase) eine sog. Lipoapoptose induziert.
Es wurden standardmaRig 10° Zellen pro Well (6-Well-Platte) 20 h mit Palmitat
behandelt. Die freie Fettsaure Palmitat wurde in einer Konzentration von 10 mM in
Isopropanol gelost. Zur Induktion von Lipoapoptose wurden Konzentrationen von
100 bis 300 yM zusammen mit 1% BSA (w/v) eingesetzt. Als Kontrolle diente 1%
BSA in Isopropanol (163).

Quantifizierung der Apoptose mit AnnexinV-/Propidiumiodid-Farbung

In der frihen Apoptose verandert sich die Phospholipid Doppelschicht der
Zellmembran. Dabei wird Phoshatidylserin externalisiert. AnnexinV gehort zu der
Familie der kalziumabhangigen Phospholipid-bindenden Proteine und hat eine
hohe Affinitat zu Phoshatidylresten. Durch FITC markiertes AnnexinV kann somit
das Phoshatidylserin detektiert werden. Im weiteren Verlauf der Apoptose geht
auch die Integritat der Zellmembran verloren. Dies kann durch den
fluoreszierenden und mit DNA interkalierenden Farbstoff Propidiumiodid (PI)
nachgewiesen werden.

Fir die AnnexinV/Propidiumiodid-Farbung apoptotischer Zellen wurde der
ApoTarget™ AnnexinV FITC Apoptosis Kit (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet.
Dafiir wurden 2 x 10° Zellen in 100 ul Bindungspuffer resuspendiert. AnschlieRend
wurden die Zellen im Dunkeln 15 min mit 5 yl AnnexinV und 10 pl Propidiumiodid
bei 20-25°C gefarbt. Die Zellsuspension wurde im Durchflusszytometer vermessen
(siehe 3.13). Dabei wurde die Fluoreszenz des AnnexinV-FITC-Signals mit einem
Bandpal von 530£30 nm und die des PI-Signals mit einem Bandpal} von 585142
nm erfasst. Das Ergebnis der durchflusszytometrischen Zweiparametermessung
wurde als Dotplot dargestellt und mit der Quadrantenanalyse ausgewertet. Die
Unterscheidung in vitale, apoptotische und spatapoptotische/nekrotische Zellen
erfolgte anhand der unterschiedlichen Fluoreszenzintensitaten im AnnexinV- und

PI-Signal. Zur Auswertung der AnnexinV-/PI-Messungen wurde die prozentuale
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Verteilung der Zellpopulationen in Bezug auf die Gesamtzellzahl (10* Zellen)

berechnet und der Unterschied der Apoptoseraten untersucht.

3.14.2 Zellzyklusanalyse

Der nukleare DNA Gehalt wurde ebenfalls durchflusszytometrisch analysiert.
Dafiir wurden 10° Zellen 1 h in eiskaltem Methanol (70%) auf Eis fixiert und
zweimal in PBS-Puffer gewaschen. Die fixierten Zellen wurden 30 min bei 37°C
mit 0,01 mg/ml RNase (Roche, Mannheim) behandelt. AnschlieRend wurden sie
mit dem fluoreszierenden und mit DNA interkalierenden Farbstoff Propidiumiodid
(50 pg/ml) abgedunkelt auf Eis 30 min gefarbt. Die Fluoreszenzintensitat des PI-
Signals wurde im Durchflusszytometer mit einem Bandpal’ von 585+42 nm erfasst
(siehe 3.13). Das Ergebnis der durchflusszytometrischen Messung wurde als

Histogramm dargestellt.

3.14.3 XTT-Proliferationsanalyse

Die Proliferation wurde mit dem XTT-Kit (Roche, Mannheim) quantifiziert. Die
Analyse basiert auf der Fahigkeit metabolisch aktiver Zellen, das Tetrazoliumsalz
XTT zu orange gefarbten Formazan zu reduzieren. Der gebildete Farbstoff ist
wasserloslich und die Intensitat der Farbung kann bei einer Wellenlange von 450-
650 nm mit einem Spektrophotometer gemessen werden. Die Intensitat der
Farbung ist proportional zur Anzahl metabolisch aktiver Zellen. Die Zellen wurden
fur eine Proliferationsanalyse in 96-well Platten ausgesat und stimuliert. Die
metabolische Aktivitat wurde Uber mehrere Tage 1-3 h nach Zugabe des XTT-

Reagens gemessen.

3.14.4 Migrations- und Invasionsanalyse

Dieser Test diente zur Bestimmung des migratorischen und invasiven Potentials
von Zellen. Dazu wurden gelatinebeschichtete Polykarbonatfilter mit 8 um
PorengrofRe (Neuro Probe, Gaithersburg, USA) verwendet. Fur die Herstellung der
Gelatinemembranen wurden die Polykarbonatfilter 20 min in 0,5% Essigsaure bei
50°C langsam geruhrt, anschlief3end Uber einen Faltenfilter abfiltriert und zweimal

mit H2Ogest. gespult. Danach wurden die Filter 1 h in 5 mg/l Gelatine (in Wasser)
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gekocht, abfiltriert und mit einer Pinzette auf Whatman Papier verteilt. Die Filter
wurden 1 h bei 100°C getrocknet.

Die untere Kammer der sog. Boydenkammer (Neuro Probe, Gaithersburg, USA)
wurde mit 210 pl konditioniertem Medium von aktivierten HSZ gefullt. Darauf
wurde die gelatinebeschichtete Membran Iuftblasenfrei gelegt. Nach dem
Zuschrauben der Kammer wurden 3 x 10* Zellen/ml in die obere Kammer
pipettiert.

FUr die Invasionsanalyse wurden zusatzlich 50 pl Matrigel (BD Biosciences,
Bedford, USA) auf dem Filter verteilt, um eine Basalmembran aus extrazellularen
Matrixproteinen zu imitieren. AnschlieRend wurden 2 x 10° Zellen in 800 ul DMEM
ohne FKS in das obere Kompartiment pipettiert.

Nach einer Inkubationszeit von 4 h bei 37°C wurden alle noch auf der oberen
Seite des Filters sitzenden Zellen vorsichtig abgewischt. Die auf die Unterseite des
Filters gewanderten Zellen wurden nach einer Methanolfixierung mit einer

Hemacolor Schnellfarbung gefarbt und unter dem Mikroskop gezahlt.

3.14.5 Analyse des matrixunabhangigen Wachstums

Verwendete Losungen:
1 x MEM 0,25¢g DMEM Pulver
0,88 g Natriumbicarbonat
ad 20 ml H2Ogest.
+ 0,25 ml nicht essentielle Aminosauren
ad 25 ml H2Ogest.
pH 7,2; steril filtrieren

0,5% Grundagar 5,4 ml 1 x MEM
4,5 ml 2 x MEM
3,6 ml FKS
4,5 ml 2% Agar
0,3% Topagar 0,6 ml Grundagar

0,4 ml Zellsuspension (in 1 x MEM)



Materialien und Methoden 54

Durchflihrung

Zur Bestimmung des matrixunabhangigen Wachstumsverhaltens wurden in
6-Well-Platten 1-3 x 10* Zellen/ml in Soft-Agar eingebettet. Nach einer
Inkubationszeit von zehn Tagen bei 37°C wurden die entstandenen Kolonien

gezahlt und fotografisch dokumentiert.

3.14.6 Spharoidmodell

Hierbei handelt es sich um ein dreidimensionales Zellkulturmodell, in dem das in
vivo Verhalten von Tumorzellen imitiert werden sollte.

Dazu wurden 96-well-Platten mit 50 ul Agarose (1% in PBS) pro Well beschichtet.
Zur Generierung der Spharoide wurden 200 ul einer Suspension mit 4-8 x 10°
Zellen auf die ausgehartete Agarose ausgebracht. Das Spharoidwachstum wurde
zehn Tage mikroskopisch beobachtet. Mit dem Radius (r) der Spharoide wurde
(iber die Formel V=4/31r> das Sphéaroidvolumen berechnet (Abbildung 13). Fir
immunhistologische Untersuchungen wurden die Spharoide mit Formaldehyd (4%)

fixiert und in Paraffin eingebettet.

Abbildung 13. Schematische Darstellung: Bestimmung des Radius (r) eines
Sphaéroids.

3.14.7 Nacktmausmodell

Bei diesem Modell wurden Tumorzellen in Kooperation mit Herrn Dr. Thilo Spruss,
dem Leiter der Zentralen Tierlaboratorien an der Universitat Regensburg, in
immundefiziente NMRI (nu/nu) Mause subkutan injiziert, um das Tumorwachstum
in vivo analysieren zu konnen. Die Mause wurden bei konstanten
Temperaturverhaltnissen von 21°C in einem 12-stindigen Tages- und

Nachtrhythmus bei freiem Zugang zu Nahrung und Wasser in den zentralen
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Tierlaboratorien der Universitat Regensburg gehalten. Alle Tierexperimente
wurden gemal den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefuhrt.
Die Zellen wurden mit Trypsin/EDTA geerntet und zweimal mit serumfreien DMEM
gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen bei Raumtemperatur in DMEM mit
einer Konzentration von 1x10” Zellen/ ml resuspendiert.

Jede Versuchsgruppe bestand aus zehn NMRI (nu/nu) Mausen mit einem
durchschnittlichen Korpergewicht von 32 g. Allen Mausen wurde eine
Zellsuspension von 0,1 ml mit 1x10° Zellen subkutan injiziert. Fur die
Aufzeichnung der Wachstumskinetik des Tumors wurde der Durchmesser des
Tumors mit einem elektronischen Messschieber bestimmt. Das Tumorvolumen
wurde mit folgender Formel berechnet: V = L x B?/2 (L: Lange, B: Breite). Aus
ethischen Grinden wurden die Tiere getdtet und die Tumoren herausprapariert,
sobald der erste Tumor ulzerierte. Die Tumorproben wurden flr
immunhistologische Untersuchungen in Formaldehyd (4%) fixiert. Fir RNA- und

Proteinisolationen wurden sie in flissigem Stickstoff tiefgefroren und gelagert.

3.14.8 Statistische Auswertung

Samtliche Ergebnisse wurden als Mittelwerte inklusive Standardabweichungen
oder in Prozentangaben dargestellt. Alle Versuche wurden jeweils in mindestens
drei unabhangigen Ansatzen wiederholt. Signifikanzberechnungen zwischen
einzelnen Gruppen wurden mit Hilfe des ,Student’s paired t-test” durchgefuhrt. Ein
p-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. Fur die
Berechnungen wurde die GraphPad 4 Software (GraphPad software Inc, San
Diego, USA) verwendet.

Die Korrelation zwischen Parametern wurde mit dem Spearman Test berechnet.
Die Kontingenztabellen-Analyse und der ,two-sided Fisher's exact test® wurden
verwendet, die statistische Assoziation zwischen klinisch-pathologischen und
immunhistochemischen Variabeln zu untersuchen.

Die Auswertung des Tissue-Microarrays erfolgte mit dem SPSS
Softwareprogramm Version 10.0 (SPSS Inc., Chicago, USA).
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4 Ergebnisse

Wie einleitend dargestellt, sollten in dieser Arbeit vier Fragestellungen bzw. Ziele

verfolgt werden:

41 Analyse der Bedeutung von aktivierten HSZ fur die Tumorigenitat von HCC-
Zellen,

4.2 Regulation und Funktion des Proteins MIA2 im Verlauf der
Hepatokanzerogenese,

4.3 Expression und Funktion von FGFR2-IIIb im HCC und

4.4 Expression und Funktion von GLUT1 im HCC als Basis fir nachfolgende
Untersuchungen zur Bedeutung des ,Warburg Effektes” bei der

Hepatokanzerogenese

Die hierbei erzielten Ergebnisse werden im Folgenden in dieser Reihenfolge

dargestellt:

41 Analyse der Bedeutung von aktivierten HSZ fiur die
Tumorigenitat von HCC-Zellen

Um die Interaktion zwischen aktivierten HSZ und HCC-Zellen zu untersuchen,
kamen drei unterschiedliche Modelle zum Einsatz:

1. konditioniertes Medium von aktivierten HSZ in vitro,

2. ein dreidimensionales in vitro Spharoid Kokultur System und

3. das Nacktmausmodell als in vivo Xenograftmodell

411 Effekt von konditioniertem Medium von aktivierten HSZ auf HCC-
Zellen in vitro

Um die Interaktion zwischen aktivierten HSZ und HCC-Zellen zu untersuchen,

wurden zuerst drei verschiedene HCC-Zell-Linien mit konditioniertem Medium

(KM), das von aktivierten HSZ gesammelt wurde, inkubiert.
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Die Analyse der Zellproliferation zeigte, dass das KM von aktivierten HSZ die
Proliferation aller drei untersuchter HCC-Zell-Linien (HepG2, Hep3B und PLC)
signifikant verstarkte (Abbildung 14).
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Abbildung 14. Proliferationsanalyse der HCC Zell-Linien (HepG2, Hep3B und PLC): unstimuliert
(Kontrolle) und nach Stimulation mit KM (konditioniertem Medium) von aktivierten HSZ, *: p<0,05.

Als nachstes wurde die migratorische Aktivitat der mit KM stimulierten HCC-Zellen
im Vergleich zu den Kontrollzellen analysiert. Boydenkammer Analysen zeigten,
dass KM von aktivierten HSZ das migratorische Potential von HCC-Zellen (Hep3B,
HepG2 und PLC) signifikant steigerte (Abbildung 15).
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Abbildung 15. Reprasentative Analyse des migratorischen Potentials von Hep3B
Zellen nach Stimulation mit KM (konditioniertem Medium) von aktivierten HSZ im
Vergleich zu den unstimulierten (Kontrolle) Hep3B Zellen in einer Boydenkammer
Analyse, *: p<0,05.

Aulerdem wurde nach dreitagiger Serumdepletion die Apoptose in KM
stimulierten PLC Zellen durchflusszytometrisch gemessen. Die Stimulation mit KM
von aktivierten HSZ reduzierte signifikant die Anzahl apoptotischer Zellen
(AnnexinV/Pl: 4,4+0,3 vs. 18,8+1,9; p=0,009, Abbildung 16) im Vgl. zu
unstimulierten PLC Zellen.
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Abbildung 16. Durchflusszytometrische Analyse der Apoptose von PLC Zellen:
stimuliert mit KM (konditioniertem Medium) und unstimuliert (Kontrolle) nach
ausgedehnter dreitdgiger Serumdepletion mittels AnnexinV/Pl  Farbung; PI:
Propidiumiodid.

41.2 Effekt von aktivierten HSZ auf HCC-Zellen in einem

dreidimensionalen in vitro Kokultur System

Als nachstes wurde das Spharoid-System verwendet, um den Effekt aktivierter
HSZ auf HCC-Zellen zu untersuchen. Nachdem jeweils 4 x 10° Zellen pro Well
einer 96-well Platte ausgesat wurden, bildeten sich nach zwei bis drei Tagen
sowohl Spharoide aus HCC-Zellen als auch aus aktivierten HSZ. Die simultane
Aussaat beider Zelltypen in gleicher Menge (4 x 10° HSZ und 4 x 10°> HCC-Zellen)
resultierte ebenfalls in einer Spharoidbildung nach zwei bis drei Tagen. Jedoch
zeigten diese gemischten Spharoide ein schnelleres Wachstum. Abbildung 17
stellt das Spharoidvolumen nach zehn Tagen dar. Der gestrichelte Balken
entspricht der Summe (5,1£0,2 mm°®x10?) aus den gemittelten Volumina der
Spharoide, die nur aus aktivierten HSZ (0.3+0.1 mm>x107°) bzw. Hep3B Zellen
(4.7+0.2 mm>x107%) bestanden (Abbildung 17). Diese ist signifikant kleiner als das
tatsachliche gemittelte Volumen der gemischten Spharoide aus aktivierten HSZ
und HCC-Zellen (7,2+0,3 mm®x107; p=0,0002).
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Abbildung 17. Spharoidvolumina: der gestrichelte Balken reprasentiert die Summe aus den
gemittelten Volumina der einfachen HSZ- und Hep3B-Spharoide im Vergleich zu den gemischten
Spharoiden aus HSZ und Hep3B Zellen, *: p<0,05.
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Interessanterweise wiesen in einer histologischen Analyse (Abbildung 18) die
gemischten Spharoide, obwohl sie groRer waren, kleinere Areale (33%) mit

zentraler Nekrose auf als die Spharoide aus Hep3B Zellen alleine (50%).

Hep3B Hep3B + HSZ

Abbildung 18. HE Farbung: Spharoide aus Hep3B Zellen (Nekrose: 50%) und gemischte
Sphéaroide aus aktivierten HSZ und Hep3B Zellen (Nekrose: 33%) nach zehn Tagen; weilder
Balken: Durchmesser der zentralen Nekrose; schwarzer Balken: Spharoiddurchmesser.

4.1.3 Effekt von aktivierten HSZ auf HCC-Zellen in vivo im

Nacktmausmodell

HCC-Zellen wurden entweder alleine (0,5 x 10° Zellen/Maus) oder zusammen mit
aktivierten HSZ (0,5 x 10°) in Nacktmause implantiert. Aktivierte HSZ alleine (0,5 x
10°) bildeten in einem Beobachtungszeitraum von drei Monaten keine Tumoren.
Auch die Implantation von PLC bzw. Hep3B Zellen alleine resultierte unter
unseren experimentellen Bedingungen in keiner Tumorbildung. Im Gegensatz
dazu bildeten PLC oder Hep3B Zellen in allen Mausen Tumoren (10/Gruppe),

wenn sie zusammen mit aktivierten HSZ injiziert wurden (Abbildung 19).

B)

¢ & @

10 mm

Hep3B + aktivierte HSZ

Abbildung 19. A) gemischte Tumoren aus aktivierten HSZ und Hep3B Zellen
nach subkutaner Injektion in Nacktmause B) Tumoren nach Praparation ex vivo.
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HepG2 Zellen bildeten im Nacktmausmodell auch ohne aktivierte HSZ Tumoren.
Jedoch wurde ein sehr viel schnelleres Tumorwachstum beobachtet, wenn sie
zusammen mit aktivierten HSZ injiziert wurden (Abbildung 20; 83,1+19,8 mm?® vs.

28,7+10,6 mm?® 16 Tage nach Injektion).
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Abbildung 20. Wachstumskinetik Gber 16 Tage: Nacktmaustumoren nach Implantation

von HepG2 Zellen alleine oder zusammen mit aktivierten HSZ, *: p<0,05.

Ahnlich wie im Sphéroid-System in vitro zeigte eine histologische Analyse, dass
gemischte Tumoren aus HepG2 Zellen und aktivierten HSZ ein kleineres zentrales

Nekroseareal aufwiesen als die Tumoren aus HepG2 Zellen allein (Abbildung 21).

Abbildung 21. HE Farbung der Nacktmaustumoren: A) HepG2 Zellen alleine mit

ausgepragter zentraler Nekrose (Pfeil), B) gemischter Tumor aus Hep3B Zellen

und aktivierten HSZ, 16 Tage nach Implantation der Zellen.
Weiterhin zeigte die histopathologische Analyse, dass die gemischten Tumoren
ein diffuses Wachstum aufwiesen, wahrend Tumoren aus HepG2 Zellen alleine
ein eher nodulares Wachstumsmuster zeigten. Reprasentative Bilder sind in

Abbildung 22 gezeigt.
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ANrEesii s s | B)

Abbildung 22. HE Farbung von Nacktmaustumoren: A) aus HepG2 Zellen alleine,
B) HepG2 Zellen zusammen mit aktivierten HSZ, 16 Tage nach Implantation.

41.4 Effekt von aktivierten HSZ auf die Aktivierung von ERK und NFkB
in HCC-Zellen

Um einen Einblick in die molekularen Mechanismen zu bekommen, durch die der
tumorigene Effekt aktivierter HSZ auf HCC-Zellen vermittelt wird, wurden zwei
Signalwege untersucht, die eine wichtige Rolle in der Hepatokanzerogenese
spielen.

Nach einer Stimulation mit KM von aktivierten HSZ konnte durch eine Westernblot
Analyse eine starke Phosphorylierung der p42/p44 MAPK (ERK1/2) in allen
untersuchten Zell-Linien (Hep3B, HepG2 und PLC) nachgewiesen werden.

Abbildung 23 zeigt exemplarisch das Ergebnis, das sich bei HepG2 Zellen zeigte.

S s D-ERK1

- .-

T N W ERK1
W— SN S ERK2
Kontrolle TNF KM

Abbildung 23. Westernblot Analyse von phosphoryliertem ERK1/2 (p-ERK1, p-Erk-2, 42/44 kDa)
in HCC- Zellen, die mit KM von aktivierten HSZ stimuliert wurden und unstimulierten
Kontrollzellen. Zusatzlich wurden HCC-Zellen mit TNF als positive Kontrolle stimuliert.
Unphosphoryliertes ERK (ERK1/2, 42/44 kDa) diente als Ladekontrolle.

Die Induktion war ahnlich stark wie nach einer Stimulation mit TNF, das
bekanntlich ein starker Induktor der ERK Aktivierung ist.

Als nachstes wurde mit einem ELISA die Konzentration von aktiviertem NFkB in
nuklearen Extrakten aus HCC-Zellen, die mit KM von aktivierten HSZ stimuliert

wurden, im Vergleich zu unstimulierten Kontrollen bestimmt. Dabei konnte in HCC-
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Zellen eine signifikant hohere NFkB Aktivitat gezeigt werden, nachdem sie mit KM
von aktivierten HSZ stimuliert wurden. Abbildung 24 zeigt das Ergebnis, das mit

PLC Zellen erzielt wurde.
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Abbildung 24. NFkB Aktivitat in PLC Zellen nach Stimulation mit KM von aktivierten

HSZ im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *: p<0,05.
Das proinflammatorische Chemokin Interleukin IL-8 wird durch NFkB reguliert und
von HCC-Zellen exprimiert (164).
Durch quantitative PCR Analyse konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von
PLC Zellen mit KM von aktivierten HSZ die IL-8 Expression verstarkte
(Abbildung 25).

IL-8 mRNA

[Kontrolle auf 1 gesetzt]
(4]

Kontrolle KM

Abbildung 25 IL-8 mRNA Expression von PLC Zellen nach Stimulation mit KM von
aktivierten HSZ fur 24 h (KM) und unstimulierten Kontrollzellen (Kontrolle), *: p<0,05.

Zusammenfassend weisen die Daten darauf hin, dass aktivierte HSZ in HCC-
Zellen die Proliferation und die Resistenz gegen Apoptose induzieren. Weiterhin
fordern sie die Migration von HCC-Zellen in vitro und deren invasives Wachstum in
vivo. Die tumorigenen Effekte werden wahrscheinlich tUber eine NFkB und ERK

Aktivierung vermittelt. Zwei Signalwege, die im HCC eine wichtige Rolle spielen.
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4.2 Regulation und Funktion des Proteins MIA2 im Verlauf der

Hepatokanzerogenese

421 Reduzierte HNF-1 Expression fuhrt im HCC zu verminderter MIA2

Expression

Zuerst sollten die molekularen Mechanismen analysiert werden, die fur die starke
Reduktion oder den Verlust der MIA2 Expression in humanen HCC-Zell-Linien in
vitro und HCC-Gewebe in vivo verantwortlich sind. Da bereits gezeigt wurde, dass
die MIA2 Expression durch HNF-1 reguliert ist (165), wurde die Expression dieses
Transkriptionsfaktors in vier verschiedenen HCC-Zell-Linien im Vergleich zu PHHs
untersucht (Abbildung 26).
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Abbildung 26. HNF-1 mRNA Expression in PHH (primare humane Hepatozyten) und

vier HCC-Zell-Linien (Hep3B, HepG2, PLC und HuH-7).
Interessanterweise wurde eine starke Reduktion der HNF-1 mRNA Expression in
allen vier Zell-Linien gefunden. Ebenso zeigte sich eine verminderte HNF-1 mRNA
Expression in den Tumorgeweben von zehn HCC-Patienten im Vergleich zum
korrespondierenden nicht-neoplastischen Lebergewebe. Insgesamt wurde eine
6,4+2,1-fache Reduktion im HCC nachgewiesen (Abbildung 27).
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Abbildung 27. HNF-1 mRNA Expression in zehn HCC-Geweben (#1-10) im
Vergleich zu den korrespondierenden nicht-tumordsen Geweben.



Ergebnisse 64

Wie bereits gezeigt, war MIA2 in diesen HCC-Geweben ebenfalls vermindert
exprimiert (9,9144,5-fach) (166) und die Reduktion der HNF-1 Expression
korrelierte signifikant mit der verminderten MIA2 Expression (r=0,71; p=0,023,
Abbildung 28).

Q 'ﬁ' 1.0
€% r=0,71
i) =0,024 (Pearson)
E® o8 i
e
=
0 o o
n -
og 08 O
=z
S a
u’j 0]
04 -
< O o B
Z 38
e 5 a
E E 0!2 "
- 3 =
i
TE 00+ T T T T

00 02 04 08 08 10

MIA-2 mRNA Expression im HCC
[nicht-tumor&ses Gewebe auf 1 gesetzt]

Abbildung 28. Korrelation von HNF-1 und MIA2 mRNA Expression in
zehn analysierten HCC-Gewebeproben.

Um zu untersuchen, ob der verminderte HNF-1 Expressionslevel fur die Reduktion
der MIA2 Expression im HCC verantwortlich ist, wurden die HCC-Zell-Linien
transient mit einem Expressionsplasmid fur HNF-1 transfiziert. Eine anschlieliende
Analyse der MIA2 mRNA Expression im Vergleich zu Kontroll- und nicht-
transfizierten Zellen zeigte, dass die Transfektion von HNF-1 ausreichend war, die
MIA2 mRNA Expression in HCC-Zellen ahnlich stark wie in humanen PHH zu re-
induzieren. Die in Abbildung 29 dargestellten Ergebnisse wurden mit HepG2

Zellen erzielt.
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Abbildung 29. MIA2 mRNA Expression nach transienter Transfektion mit einem HNF-1
Expressionsplasmid im Vergleich zu Kontroll- (pcDNA) und nicht-transfizierten HepG2 Zellen
(Wt), sowie in Relation zu PHH (primare humane Hepatozyten), *: p<0,05 im Vgl. zu Kontroll-
(pcDNA) und nicht-transfizierten HepG2 Zellen (Wh).
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In einem komplementaren Ansatz wurde die HNF-1 Expression in HepG2 Zellen
durch small interfering RNA (siRNA) depletiert. Dies resultierte in einer signifikant
verminderten MIA2 Expression im Vergleich zu der siRNA- und nicht-transfizierten
Kontrolle (Abbildung 30). Analoge Ergebnisse wurden auch mit den anderen HCC-

Zell-Linien erzielt.
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Abbildung 30 MIA2 mRNA Expression nach transienter Transfektion mit HNF-1 siRNA im
Vergleich zu den Kontroll- und nicht-transfizierten HepG2 Zellen (Wt), sowie in Relation zu
PHH (primare humane Hepatozyten), *: p<0,05.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass eine reduzierte MIA2
Expression im HCC durch den Verlust der HNF-1 Expression im HCC verursacht

wird.

4.2.2 Re-Expression von MIA2 in HCC-Zellen

Um einen Einblick in die funktionelle Rolle der verminderten MIA2 Expression von
MIA2 im HCC zu bekommen, wurde MIA2 in der HCC-Zell-Linie Hep3B durch eine
stabile Transfektion mit einem MIA2 Expressionsvektor, der die komplette MIA2
cDNA unter der Kontrolle des Cytomegalovirus (CMV) Promotors enthalt, re-
induziert. Der Leervektor pCMX ohne Insert wurde als Kontrolle verwendet. Eine
quantitative real time PCR Analyse zeigte eine starke Induktion der MIA2 mRNA
Expression in den Zellklonen 1 und 2. In den Kontroll-transfizierten Zellen wurde

dagegen keine Veranderung der MIA2 Expression beobachtet (Abbildung 31).
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Abbildung 31. MIA2 mRNA Expression: Hep3B MIA2 Zellklone (Klon 1 und 2) im
Vergleich zu Kontroll- (Mock) und nicht-transfizierten (Wt) Zellen, sowie in
Relation zu PHH (primare human Hepatozyten).

Eine gesteigerte MIA2 Expression konnte in den Zellklonen ebenso auf

Proteinebene bestatigt werden (Abbildung 32).

Hep3B  Hep3B VA2 Hep3B Hep3B
Wit Mock Klon 1 Klon 2
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Abbildung 32 MIA2 Protein Expression (60 kDa): Hep3B MIA2 Zellklone im Vergleich zu
Kontroll- (Mock) und nicht-transfizierten (Wt) Zellen, sowie im Vergleich zu rekombinanten MIA2

(rMIA2).

Die veranderte MIA2 mRNA Expression stimmte mit dem veranderten Proteinlevel
uberein. Immunfluoreszenz Analysen bestatigten ebenfalls die Re-Expression von

MIAZ2 in den Zellklonen, wie in Abbildung 33 exemplarisch fur Klon 1 gezeigt.

Hep3B Mock Hep3B Klon 1

Abbildung 33. Representative MIA2 Immunfluoreszenz: Hep3B Klon 1 MIA2 positiv
(grines Signal), kein Signal bei Hep3B Mock, Zellkernfarbung mit DAPI (blaues
Signal).
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4.2.3 Funktionelle Veranderungen in HCC-Zellen in vitro nach MIA2 Re-
Expression

Fir eine weitere Charakterisierung der Rolle von MIA2 in HCC-Zellen, wurden mit

den MIA2 exprimierenden Zellklonen im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen

und nicht-transfizierten HepG2 Zellen funktionelle in vitro Analysen durchgefihrt.

Die Proliferation war in MIA2 re-exprimierenden Zellen signifikant vermindert

(Abbildung 34).
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Abbildung 34. Analyse der Verdopplungszeit: Hep3B MIA2 Zellklone (Klon 1 und 2) im Vergleich
zu den Kontroll- (Mock) und nicht-transfizierten (Wt) Zellen, *: p<0,05.

Auf Grund dieser Erkenntnis wurde eine durchflusszytometrische Analyse des
Zellzyklus der MIA2 Zellklone und Kontrollzellen durchgefuhrt.

Es zeigte sich, dass die Fraktion der MIA2 Zellklone, die in der GO/G1 Phase
verblieb (Klon 1 (K1) 35,9£1,9% und Klon 2 (K2) 38,8+2,2%) signifikant héher war,
als in Kontroll-transfizierten (24,1+1,1%; p=0,032 vs. K1 und p=0,026 vs. K2) und
nicht-transfizierten Zellen (26,2+1,2%; p=0,048 vs. K1 und p=0,036 vs. K2).
Weiterhin wurden weniger MIA2 re-exprimierende Zellen in der S-Phase (K1:
32,2+1,2% und K2: 25,01£0,6%) im Vergleich zu den Kontroll-transfizierten Zellen
(39,4+1,2%; p=0,047 vs. K1 und p=0,008 vs. K2) detektiert. Der Anteil der
detektierten Zellen in der G2/M-Phase unterschied sich nicht signifikant zwischen
Zellklonen und Kontrollen (Abbildung 35).
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Abbildung 35. Analyse des Zellzyklus (GO/G1-, S-, und G2/M-Phase): Hep3B MIA2 Zellklone
(Klon 1-3) im Vergleich zu den Kontroll- (Mock) und nicht-transfizierten (Wt) Zellen, Propidiumiodid
Farbung (PI).

Zudem zeigte eine durchflusszytometrische AnnexinV/Propidiumiodid Analyse in
den Zellklonen und Kontrollen nur eine marginale Apoptoserate von <3%. Dies
deutet darauf hin, dass eine MIA2 Expression die Apoptose in HCC-Zellen in vitro
nicht beeinflusst (Abbildung 36).
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Abbildung 36. Durchflusszytometrische Analyse der Apoptose: Hep3B MIA2 Zellklone (Klon1 und
2) im Vergleich zu Kontroll- (Mock) und nicht-transfizierten (Wt) Zellen, AnnexinV/Propidiumiodid
(PI) Farbung.

Jedoch zeigten die stabil transfizierten MIA2 Zellklone in einer Invasionsanalyse
ein signifikant verringertes Invasionspotential im Vergleich zu den Kontrollen
(Abbildung 37).
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Abbildung 37 Analyse des invasiven Potentials: Hep3B MIA2 Zellklone (Klon 1 und 2) im Vergleich
zu Kontroll- (Mock) und nicht-transfizierten (Wt) Zellen, Matrigel Boydenkammer Analyse, *: p<0,05.
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Um die funktionellen Effekte von MIA2 auf HCC-Zellen zu bestatigen und um erste
Erkenntnisse fur einen moglichen therapeutischen Einsatz von MIA2 zu
bekommen, wurden HCC-Zellen mit rekombinantem MIA2 (rMIA2) behandelt.
Dadurch konnte der inhibitorische Effekt auf die Zellproliferation und die Invasion
(Abbildung 38), der in den stabil MIA2 exprimierenden Zellklonen beobachtet
wurde (Abbildung 34 und 37), bestatigt werden.
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Abbildung 38. Analyse der Verdopplungszeit (A) und des invasatorischen Potentials (B)
von Hep3B Zellen nach Stimulation mit rekombinantem MIA2 im Vergleich zu nicht-
stimulierten Zellen (Kontrolle), *: p<0,05.

424 Tumorigenitat der MIA2 re-exprimierenden HCC-Zellen in vivo

Um die Effekte von MIA2 auf das Tumorwachstum in vivo zu untersuchen, wurden
die stabil transfizierten MIA2 Zellklone subkutan in Nacktmause injiziert. Es zeigte
sich eine signifikant verminderte Tumorbildung im Vergleich zu den Kontrollzellen
(Abbildung 39).
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Abbildung 39. TumorgréRen 15 Tage nach subkutaner Injektion von 1 x 10° Hep3B MIA2
Zellklonen, Kontroll- (Mock) und nicht-transfizierter Zellen (Wt) in Nacktmause
(n=10/Gruppe; *: p<0,05 im Vergleich zu Wt und Mock).
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Zehn Tage nach der Injektion entwickelten alle Tiere der Kontroligruppen
Tumoren. In den Gruppen mit den injizierten MIA2 Zellklonen bildeten nur 6 von
10 (K1) und 4 von 10 (K2) Tiere Tumoren. Nach 15 Tagen hatten auch alle Tiere
der K1 Gruppe und 6 Tiere der K2 Gruppe Tumoren. Jedoch waren diese
Tumoren signifikant kleiner als die der Kontrollgruppen (K1: 17,7+5,5 mm? und K2:
7,943,1 mm?® vs. Wt: 57,5212,1 mm?® und Mock 59,8+14,9 mm?; K1: p=0,017 und
K2: p=0,003 im Vergleich zu Mock; K1: p=0,008 und K2: p=0,0009 im Vergleich zu
Wt). Diese Daten weisen darauf hin, dass eine Re-expression von MIA2 in HCC-
Zellen die Proliferation in vivo hemmt.

Weiterhin zeigte eine histopathologische Analyse, dass Tumoren aus
Kontrollzellen diffus und invasiv und Tumoren aus MIA2 re-exprimierenden Zellen

eher nodular wachsen. Representative Bilder sind in (Abbildung 40) dargestellt.

Abbildung 40. Representative HE Farbung: A) Tumoren aus Kontroll-transfizierten Zellen mit
invasiven Wachstum (Mock) und B) MIA2 re-exprimierenden Hep3B Zellen (Klon 2) mit eher
noduldrem Wachstum.

Zusammenfassend und in Ubereinstimmung mit den in vitro Ergebnissen, weisen
die in vivo Daten darauf hin, dass eine verminderte MIA2 Expression in HCC-

Zellen die Tumorigenitat von HCC-Zellen induziert.

425 MIA2 Expression im humanen HCC

Um die MIA2 Expression im HCC in einer grof3eren Fallzahl untersuchen zu
kdnnen, wurde ein Tissue-Microarray (TMA) mit 85 HCCs und korrespondierenden
nicht-tumorésen Geweben der gleichen Patienten (n=81) immunhistochemisch
analysiert. Die Untersuchung der MIA2 Proteinexpression war in allen 85 HCC-
und in 98,8% (80/81) der nicht tumorésen Gewebeproben aussagekraftig. In
32,9% (28/85) der HCC-Gewebeproben war keine MIA2 Expression detektierbar.

Im Gegensatz dazu konnte in allen nicht karzinomatdsen Gewebeproben eine
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MIA2 Expression (score 1+ oder 2+) nachgewiesen werden. Auflerdem war die
MIA2 Immunoreaktivitat in 62,5% (50/80) der Falle geringer als in den
korrespondierenden nicht-tumordsen Lebergeweben. Representative

immunhistologische MIA2 Farbungen sind in Abbildung 41 dargestellt.

Abbildung 41. Reprasentatives Beispiel eines HCC-Gewebe mit negativer MIA2
Immunoreaktivitat (A, score: 0) und korrespondierenden nicht-tumordésen Lebergewebe mit
starker MIA2 Expression (B, score: 2+).

In Abbildung 42 werden die immunhistochemischen Ergebnisse fur das HCC- und

nicht-tumordses Lebergewebe auf dem TMA zusammengefasst.
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Abbildung 42. Immunhistochemische MIA2 Analyse: Semiquantitative Analyse des MIA2
Immunosignals in HCC- und korrespondierenden nicht-tumordsen Lebergewebe mittels (negativ: 0,
schwach: 1+ und stark: 2+).

MIA2 war im HCC signifikant (p<0,0001) vermindert exprimiert. Korrespondierende
Daten der mRNA- und semiquantitativen Proteinexpression auf dem TMA waren
von zehn HCC-Patienten verflgbar. In allen Fallen war die mRNA Expression in
den HCC-Geweben im Vergleich zu den nicht-tumorosen Geweben vermindert
(41,0+9,6; p=0,0002). Die MIA2 mRNA Expression war in funf HCC-Fallen, in
denen auch die Immunhistochemie eine verminderte MIA2 Proteinexpression
zeigte, signifikant vermindert (21,1£11,4%) als in funf Fallen, in denen das

immunhistologische Signal ahnlich wie in den nicht-tumorésen Geweben war
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(60,9+9,0%; p=0,026). Diese Ergebnisse zeigen, dass die stark verminderte MIA2

Expression im HCC durch die Immunhistochemie korrekt nachgewiesen wurde.

Andererseits besteht die Mdglichkeit, dass weniger ausgepragte Unterschiede

zwischen HCC- und nicht-tumorésen Gewebe nicht festgestellt werden konnten.

Darum ist es wahrscheinlich, dass MIA2 noch in mehr Fallen vermindert exprimiert

wurde als es durch die Immunhistochemie gezeigt werden konnte.

Fir eine deskriptive Datenanalyse wurden alle relevanten Variablen mit der MIA2

Immunhistochemie verglichen (Tabelle 6).

MIA2 Immunreaktion
Variable Kategorie n score  score p*
analysierbar negativ 1+ 2+
Alter bei Diagnose
<60 Jahre 39 16 19 4 0,217
260 Jahre 46 12 24 10
Geschlecht
weiblich 16 9 6 1 0,095
mannlich 69 19 37 13
Tumor-Staging
pT1 13 2 4 7 0,036
pT2 25 10 12 3
pT3 41 13 24 4
pT4 3 1 2 0
Tumor-Grading
G1 29 12 14 3 0,407
G2 48 12 26 10
G3 8 4 3 1
Atiologie
HBV 9 5 4 0 0,131
HCV 7 0 6 1
Alkohol 34 10 19 5
andere 3 2 0 1
unbekannt 32 11 14 7
TumorgroéfRRe
<5cm 36 10 18 8 0,448
>5cm 30 9 18 3
Immunhistochemische Daten
Ki-67 Proliferationsrate (MiB1)
<5% 40 7 23 10 0,008
>5% 45 21 20 4

Tabelle 6. MIA2 Immunreaktion im Verhaltnis zu klinisch-pathologischen Charakteristika und Ki-67
Proliferationsrate (MiB1), hervorgehobene p-Werte entsprechen p<0,05; exakter Test nach Fisher.




Ergebnisse 73

Der Verlust der MIA2 Immunoreaktivitat war signifikant mit einem héheren Tumor-
Staging assoziiert (p=0,036). Weiterhin zeigten MIA2 negative HCC-Gewebe eine
signifikant hohere Proliferationsrate (MiB1 Index) im Vergleich zu MIA2 positiven
HCC-Gewebe (p=0,008; Abbildung 43).

Es konnte keine Korrelation zwischen MIA2 Expression und Alter, Geschlecht,
Histologie, Entziindungsgrad, TumorgréRe sowie Atiologie der zugrunde liegenden
Krankheit festgestellt werden.

p=<0,001 {Kruskal-Wallis Test)
100 -

80 -~
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N= 28 43 14
negativ score +1 score 2+

Proliferationsrate MiB1 (%)

MIA2 Immunoreaktivitat

Abbildung 43. Proliferationsrate (immunhistochemischer MIB1 Index) in HCC-Geweben im
Vergleich zu negativer, schwacher (score 1+) und starker (score 2+) MIA2 Immunoreaktivitat.

Zusammenfassend konnte in diesem Teil der Arbeit gezeigt werden, dass MIA2
das Wachstum und die Invasion des HCC in vitro und in vivo hemmt, also einen
Tumorsuppressor reprasentiert. Weiterhin konnte ein neuer Mechanismus
identifiziert werden, wie der Verlust der HNF-1 Expression im HCC die

Tumorigenitat durch die verminderte MIA2 Expression beeinflusst.
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4.2.6 Generierung von MIA2 Knockout Mausen bzw. transgenen Mausen

mit (konditionellem) Knockdown von MIA2

Ein auf der hier vorliegenden Arbeit aufbauendes und hinausgehendes wichtiges
Ziel ist es, die Funktion und Wirkung von MIA2 im Verlauf der
Hepatokanzerogenese, aber auch bei weiteren physiologischen und
pathophysiologischen Bedingungen zu untersuchen. Aufgrund der komplexen
Interaktion parenchymatdser und nicht-parenchymatéser Leberzellen sind hierbei
in vivo Analysen erforderlich.

Um dieses Ziel zu erreichen, verfolgen wir zwei Strategien bzw. es sollen zwei

Mauslinien generiert werden:

1. MIAZ2 defiziente Knockout Mause und
2. transgene Mause, in denen es durch entweder konstitutive oder Cre-LoxP

induzierte RNA Interferenz zum konditionellen Knockdown von MIA2 kommt.

Im Folgenden werden die bereits durchgefihrten und grundlegenden Versuche
sowie Ergebnisse dargestellt, die die Basis fur die Generierung der

entsprechenden Mause darstellen.

4.2.6.1 Grundlagen fir die Generierung einer MIA2 Knockout Maus

Um das erste Exon von MIA2 durch homologe Rekombination zu ersetzen, wurde

ein Vektor nach folgender Klonierungsstrategie generiert:
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PAC 460
Xbal BamHl EcoRI Bglll
I .
~ ~Z 0 kb
Exon 1 = Exon 24
A [

Abbildung 44. Vektor Klonierungsstrategie ausgehend vom murinen MIA2 Gen auf dem Vektor
PAC 460 fur homologe Rekombination, A) Subklonierung des Xbal/BamHI| Fragments nach PCR in
den Vektor pCRII°TOPO®, B) Klonierung des Sall Fragmentes aus Vektor pCRII®TOPO® in den mit
Xhol linearisierten Endvektor pGEM7, C) Subklonierung des EcoRI/Bglll Fragments in den Vektor
pBluescript Il SK (pBS, linearisiert mit EcoRI/BamHI|), D) Einfligen einer Sall Schnittstelle in die Notl
Schnittstelle des Vektors pBluescript 1l SK (pBS), E) Klonierung des Sall Fragments aus dem
Vektor pBluescript Il SK in den Endvektor pPGEM7 (linearisiert mit Sall).
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Das ca. 4,5 kb grof3e Xbal/BamHI| Fragment im 5°-Bereich von Exon 1 wurde mit
den Primern Xba/Bam for3343 Sall (5-GTC GAC GCT TCC TTT TGT TCT AGA
GCT TTT AG) und rev7893 Sall (5'-GTC GAC GAA GGA TTC TTT GAA CAC
TGA CTT C) mit integrierter Sall Erkennungssequenz amplifiziert.

Durch diese Primer wurde am 5°- und 3’-Ende eine Sall Schnittstelle angehangt.
Als Template diente der PAC Vektor 460 (P71 Artificial Chromosome), ein
kinstliches Chromosom, das die murine MIA2 Gensequenz enthalt. Das
aufgereinigte PCR Produkt wurde in den Vektor pCR®II-TOPO® subkloniert
(Abbildung 44 A). Nach einem Sall Restriktionsverdau wurde das Insert in den
Vektor pGEM7 Kkloniert. Dieser wurde mit Xhol linearisiert und durch eine
alkalische Phosphatase dephosphoryliert, um eine Re-Ligation zu vermeiden.
(Abbildung 44 B).

Das ca. 2,0 kb groflde EcoRI/Bglll Fragment im 3"-Bereich von Exon 1 wurde mit
den Primern MIA2KO Eco/Bgl 7815for (5'-GCC TAA CAT TCT AAC GCT TG) und
10800rev (5°-GAT GTC TTC TGG ACC ATG ACA G) amplifiziert. Das Template
war hier ebenfalls der PAC Vektor 460. Das PCR-Produkt wurde mit den
Restriktionsenzymen EcoRIl und Bgl/ll verdaut und in den Vektor pBluescript Il SK
(linearisiert mit EcoRI/BamH)I) subkloniert (Abbildung 44 C). Um das EcoRI/Bglll
Fragment Uber eine Sall Schnittstelle in den linearisierten und dephosphorylierten
Vektor pGEM7 klonieren zu kdnnen, wurde mit einem Oligo (5-GGC CGT CGA C)
eine zusatzliche Sall Schnittstelle in die Notl Schnittstelle des pBluescript || SK
subkloniert (Abbildung 44 D und E).

FUr die Etablierung des Screenings embryonaler Stammzellen aus der Maus,
musste ein sog. PCR positiv Vektor kloniert werden. Dieser enthalt die Neomycin
Kassette und einen verlangerten 3’-Bereich des EcoRI/Bglll Fragmentes. Dies

entspricht der in vivo Situation (Abbildung 45).

A) Mausgenom nach homologer Rekombination

> -« Exon 2
[ -
B) PCR Positiv Vektor
—- <+
[NEO HIESRISGINN—

Abbildung 45. Darstellung der Primer-Positionen fir das Screening embryonaler muriner
Stammzellen im Mausgenom (A) und im PCR Positiv Vektor (B) (forward Primer: —, reverse
Primer: «<).
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Hierfur wurde ein verlangertes 3'-Fragment mit dem Primerpaar MIA2 PCR pos
ctrl for2 (5'-AGT TCG CTT TTC TTATTC TCT CTT ACA) und MIA2 PCR pos ctrl
rev (5-TTG ACA TTC CAG CAC AGA GC) mit dem PAC Vektor als Template
amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde in den pCR®I-TOPO® Vektor
zwischenkloniert und tber Nsil in den Vektor pPGEM7 integriert.

Der erste Primer fur das Screening liegt in der integrierten Neomycin Kassette und
der zweite Primer im angrenzenden, unveranderten genomischen Bereich. Durch
eine PCR mit dem Primerpaar Neo PolyA down (5-CGT CTC TTT ACT GAA
GGC TCT TT) und Mia2 PCR pos ctrl rev (5'-TTG ACA TTC CAG CAC AGA GC)
kann eine korrekte homologe Rekombination nachgewiesen werden.

Mit diesem MIA2 PCR positiv Vektor konnte das Screening fur die embryonalen
Stammzellen der Maus etabliet werden und in einem Kopienstandard
(http://lwww.med.umich.edu/tamc/spike.html) eine einzige Kopie des Transgens

nachgewiesen werden (Abbildung 46).

1000 100 10 1 0 Neg. Ktrl.

Kopien

Abbildung 46. PCR Analyse: Kopienstandard (0 bis 1000 Kopien) des MIA2 PCR positiv
Vektors zum Nachweis einer korrekten homologen Rekombination im Vergleich zu
genomischer muriner DNA (Neg. Ktrl.: Negativ Kontrolle).
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4.2.6.2 Grundlagen fur den konditionellen Knockdown von MIA2 in der

Maus

Als Grundlage flir den konditionellen Knockdown von MIA2 in der Maus wurden
zunachst von der Firma Qiagen (Hilden) siRNAs bezogen, die dort bioinformatisch
gegen MIA2 generiert worden waren. Sie wurden so generiert, dass sie an
homologe Sequenzen im Human- und Mausssytem binden kdnnen.

Die siRNAs sollten namlich in dem humanen MIA2 Uberexprimierenden HepG2
Klon 2 (siehe 4.2.2) getestet werden, da sowohl primare humane als auch murine
Hepatozyten mit den Ublichen Transfektionsmethoden sehr schlecht zu
transfizieren sind und die MIA2 Expression in HCC-Zell-Linien reduziert bzw. vollig
verloren ist. Beim Test von vier verschiedenen MIA2 siRNAs zeigte sich, dass die
siRNAs die MIA2 Expression deutlich verringern konnten. Dies konnte sowohl auf

mRNA- als auch auf Proteinebene gezeigt werden (Abbildung 47).
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Abbildung 47. MIA2 mRNA (A) und Protein (B) Expression (60 kDa) nach MIA2 siRNA
Transfektion (siRNA 1-4) im Vergleich zu Kontroll- (Mock: unspezifische siRNA) und nicht-
transfizierten (Wt) Zellen, Aktin (42 kDa) diente als Ladekontrolle.
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FUr die nachfolgende Konstruktion eines shRNA produzierenden Vektors wurde
die Sequenz der MIA2 siRNA 1 verwendet.

Funktionalitat des inaktiven shRNA produzierenden Vektors pBS/U6-ploxPneo
MIA2 si1
Die Generierung des shRNA produzierender Vektors pBS/U6-ploxPneo MIAZ2 si1

ist ausfuhrlich in Materialien und Methoden (siehe 3.10.14) beschrieben. Die
Funktionalitat des spateren Transgens wurde durch Kotransfektionsexperimente
im Zellkultursystem nachgewiesen. Hierzu wurde der Vektor pBS/U6-ploxPneo
MIA2 si1 zusammen mit dem Cre-Rekombinase exprimierenden Plasmid plC-Cre
transfiziert.

Die Transfektion des MIA2 Uberexprimierenden HepG2 Klons 3 ergab eine
signifikant verringerte MIA2 Expression auf mRNA- und Proteinebene
(Abbildung 48).
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Abbildung 48. MIA2 mRNA (A) und Protein (B) Expression (60 kDa) nach Transfektion mit den
Vektoren pBS/U6-ploxPneo MIA2 si1 und pIC-Cre im Vergleich zu Kontroll- (Mock: Leervektor und
plC-Cre) und nicht-transfizierten (Wt) Zellen, Aktin (42 kDa) diente als Ladekontrolle, *: p<0,05.

Funktionalitdt des aktiven shRNA produzierenden Vektors pBS/U6-plox MIA2 si1

Da es sich bei MIA2 um ein leberspezifisches Gen handelt und derzeit kein Anhalt
dafur besteht, dass MIA2 in der Embryogenese eine Rolle spielt, wurde auch ein

Vektor mit konstitutiv aktiven Promotor generiert. Hierfiur wurde der Vektor
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pBS/U6-ploxPneo MIA2 si1 in den Cre-Rekombinase exprimierenden E. coli
Stamm Cre-293 transformiert. Durch die Deletion der Neomycin Kassette konnte
nicht nur der konstitutiv aktive Vektor pBS/U6 ANeo MIA2 si1 erzeugt werden,
sondern auch durch eine zweite Methode die Funktionalitat der loxP sites gezeigt

werden (Abbildung 49).
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2286 bp
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Abbildung 49. Nachweis einer erfolgreichen Cre-mediierten Rekombination:
Exzision der Transgene mit (Neo, 2286 bp) und ohne (Aneo, 450 bp) Neomycin
Kassette aus pBS/U6 (2893 bp) Vektor durch die Restriktionsenzyme Sacl/Kpnl.
GroRenstandard: 1 kb Leiter.

Durch Transfektionsexperimente konnte nachgewiesen werden, dass mit dem
konstitutiv aktiven Expressionsplasmid pBS/U6 ANeo MIA2 si1 die MIA2
Expression in dem MIA2 exprimierenden HepG2 Klon 3 auf mRNA- und

Proteinebene signifikant verringert werden konnte (Abbildung 50).
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Abbildung 50 MIA2 mRNA (A) und Protein (B) Expression (60 kDa) nach Transfektion mit dem
Vektor pBS/U6 Aneo MIA2 si1 im Vergleich zu Kontroll- (Mock: Leervektor) und nicht-transfizierten
(Wt) Zellen, Aktin (42 kDa) diente als Ladekontrolle, *: p<0,05.
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Fir die Generierung der transgenen Mause soll die pronukleare Injektion dieser
transgenen Konstrukte in Kooperation mit Herrn Dr. Thilo Spruss (Leiter der
Zentralen Tierlaboratorien, Universitat Regensburg) durchgefihrt werden.

Als wichtige Voraussetzung, um eine Integration der Transgene zu Uberprifen,
wurde neben dem bereits publizierten Primerpaar fiur die Detektion des Neomycin
Gens (167) auch ein Screening-Test fur das Transgen ohne Neomycin Kassette
(ANeo MIAZ2 si1) etabliert. Mit dem Primerpaar Del1 (56-CGC ACA GAC TTG TGG
GAG AA) und Del2 (5'-CAC AAT TAC TTT ACA GTT AG) kann in einem
Kopienstandard (http://www.med.umich.edu/tamc/spike.html) eine einzige Kopie

des Transgen nachgewiesen werden (Abbildung 51).

=
o

Kopienzahl
[arbitrare Einheiten]
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1000 100 10 1 0 Neg. Ktrl.

Kopien

Abbildung 51. Quantitative real time PCR: Kopienstandard des Transgens ANeo
MIA2 si1 im Vergleich zu genomischer muriner DNA (Negativ Kontrolle: Neg.
Kitrl.).
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4.3 FGFR2-lllIb im hepatozellularen Karzinom

4.3.1 FGFR2-lllb Expression im HCC in vitro und in vivo

Zuerst wurde die FGFR2-llIb Expression von vier verschiedenen HCC-Zell-Linien
im Vergleich zu primaren humanen Hepatozyten (PHH) von drei verschiedenen
Spendern mittels quantitativer PCR untersucht. Interessanterweise war die
FGFR2-1llb Expression im Gegensatz zu den PHH drei Zell-Linien komplett
verloren bzw. stark vermindert. Nur Hep3B Zellen zeigten eine ahnlich starke
FGFR2-11Ib Expression wie PHH (Abbildung 52).
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Abbildung 52. FGFR2-lllb mRNA Expression in PHH (primdre humane

Hepatozyten) und vier HCC-Zell-Linien (HepG2, HuH-7, PLC, Hep3B).
Die FGFR2-1lIb Expression in vivo wurde zunachst in gepaarten Gewebeproben
aus zwei murinen HCC-Modellen (168) analysiert. HCC-Gewebe, die aus c-myc-
und IgEGF-transgenen Tieren isoliert wurden, zeigten entweder einen kompletten
Verlust oder eine signifikant verringerte FGFR2-lllb mRNA Expression im
Vergleich zum umgebenden nicht-neoplastischen hepatischen Gewebe
(Abbildung 53).
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Abbildung 53. FGFR2-1llb mRNA Expression in murinen c-myc- (A) und IgEGF- (B)
HCC-Modellen, nicht-tumoréses Gewebe (N) im Vergleich zu Tumorgewebe (T1-3).
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Als nachstes wurden 15 gepaarte humane Proben von HCC-Patienten untersucht.
Von jedem Patienten wurde RNA sowohl aus dem karzinomatosen als auch aus
dem umgebenden nicht-tumordsen Gewebe isoliert und die FGFR2-IlIlb mRNA
Expression durch quantitative RT-PCR gemessen (Abbildung 54). In zwdlf HCC-
Proben war die FGFR2-Illb Expression im Vergleich zum entsprechenden nicht-
tumorosen Gewebe signifikant verringert (gesunde Leber auf 1,0 gesetzt vs. HCC:
durchschnittliche Abweichung 0,65% % 0,13%; p<0,0001) und in sechs Proben
uberhaupt nicht mehr zu detektieren. In zwei Patienten (#10 and #11) war die
FGFR2-1llb Expression im Vergleich zum nicht-tumordosen Gewebe nicht
signifikant verandert. Nur in zwei HCC-Proben (#2 und #6) konnten erhodhte
FGFR2-1lIb Expressionslevel im Vergleich zum entsprechenden nicht-tumordsen

Gewebe nachgewiesen werden.
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Abbildung 54. FGFR2-lllb mRNA Expression in 15 humanen HCC-Geweben in Korrelation
zu korrespondierendem nicht-tumordsen Lebergewebe, Patientencodes: #1-15. Gestrichelte
Linie bei 1 entspricht keinem Unterschied.

4.3.2 FGFR2-lllb Expression in situ in humanem HCC-Gewebe

Um im HCC die FGFR2-IlIb Expression in situ bestimmen zu konnen, wurden die
HCC-Gewebe von funf Patienten immunhistochemisch untersucht. Hierfur wurde
ein neu generierter polyklonaler Antikorper benutzt, der spezifisch die Illb-
Spleilvariante des FGFR2 Rezeptors erkennt.

Eine representative immunhistochemische Farbung ist in (Abbildung 55) gezeigt.
Die Immunhistochemie zeigt eine starke Farbung der Hepatozyten im nicht-
tumordsen hepatischen Gewebe. Im Gegensatz dazu war das FGFR2-IlIb Signal

im HCC stark vermindert oder nicht detektierbar.
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Abbildung 55. Representative immunhistochemische Farbung: FGFR2-IlIb
im HCC- und benachbarten nicht-tumordsen (nt) Gewebe.

Um die FGFR2-IIIb Expression im HCC in einer grélieren Fallzahl untersuchen zu
konnen, wurde ein Tissue-Microarray (TMA) mit 85 HCC- und korrespondierenden
nicht-tumorésen Geweben der gleichen Patienten (n=81) immunhistochemisch
analysiert.

Die Untersuchung der FGFR2-IlIb Proteinexpression war in allen HCC und nicht
tumorosen Geweben aussagekraftig. In 35,3% (30/85) der HCC-Gewebe war kein
FGFR2-1l1Ib Immunsignal zu detektieren. Im Gegensatz dazu konnte eine FGFR2-
[lIb Proteinexpression (1+ oder 2+) in allen nicht-tumordsen Geweben gefunden
werden. In 59,3% (48/81) der Falle war das FGFR2-IlIb Signal im HCC geringer
als im korrespondierenden nicht-tumorosen Lebergewebe. Abbildung 56 fasst die
immunhistochemischen Ergebnisse des TMA fur die HCC- und die umgebenden

nicht-karzinomatdsen Lebergewebe zusammen.
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Abbildung 56. Immunhistochemische FGFR2-lllb Analyse: HCC- und korrespondierendes
nicht-tumordses Lebergewebe mittels eines semiquantitativen Dreipunkte-System (negativ: 0,

schwach: 1+ und stark: 2+).

Im HCC war die FGFR2-1lIb Expression im Vergleich zum nicht-neoplastischen

Gewebe signifikant vermindert.
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FUr eine deskriptive Datenanalyse wurden alle relevanten Variablen der klinisch-
pathologischen Charakteristika in Bezug auf die FGFR2-lllb Immunhistochemie

verglichen (Tabelle 7).

FGFR2-lllb
Immunreaktivitat
Variable Kategorie n % negativ _ score 1+ score 2+ p*
Alter bei Diagnose
<60 Jahre 39 45,9 17 19 3 0,337
260 Jahre 46 54,1 13 28 5
Geschlecht
weiblich 16 18,8 8 8 0 0,244
mannlich 69 81,2 22 39 8
Tumor-Staging
pT1 13 153 1 10 2 0,009
pT2 25 294 5 16 4
pT3 41 482 19 20 2
pT4 3 35 3 0 0
unbekannt 3 3,5 2 0
Tumor-Grading
G1 29 34,1 12 14 3 0,487
G2 48 56,5 17 26 5
G3 8 9,4 1 7 0
Atiologie
HBV 9 106 5 3 1 0,744
HCV 7 8,2 2 1
Alkohol 34 400 13 17 4
andere 3 3,5 0
unbekannt 32 376 9 21 2
TumorgroéRe
<5cm 36 42,4 14 19 3 0,570
>5cm 30 35,3 9 16 5
unbekannt 19 22,4 7 12 0
Ki-67 Proliferationsrate (MiB1-Index)
<5% 40 47,1 5 29 6 <0,0001
> 5% 45 52,9 25 18 2

Tabelle 7. FGFR2-1lIb Immunreaktion im Verhaltnis zu klinisch-pathologischen Charakteristika und
Ki-67 Proliferationsrate (MiB1), hervorgehobene p-Werte entsprechen p<0,05; exakter Test nach
Fisher.
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Der Verlust der FGFR2-IlIb Expression war signifikant mit einem héheren Tumor-
Staging (p=0,009) assoziiert. Aulerdem zeigten FGFR2-lllb negative HCC-
Gewebe im Vergleich zu FGFR2-IlIb positiven Tumoren eine signifikant hohere
Proliferationsrate (MiB1 Index: p<0,0004, Abbildung 57). Es wurde keine
Korrelation zwischen FGFR2-IlIb Expression und Alter, Geschlecht, histologischen

Grad, TumorgréRe sowie Atiologie gefunden.

100 - p=0,0004 (Kruskal-VVallis Test)

80 4

60 -

40

204

Y = R e [

1 1 T

N= 30 47 8
negativ score +1 score 2+
FGFR2-llib Immunoreaktivitat

Proliferationsrate MiB1 (%)

Abbildung 57. Proliferationsrate (immunhistochemischer MiB1 Index) in HCC-Geweben mit
negativer, schwacher (score 1+) und starker (score 2+) FGFR2-1llb Immunoreaktivitat.

4.3.3 Molekulare Mechanismen der verminderten FGFR2-lllb Expression
im HCC

Es wurde gezeigt, dass eine verminderte FGFR2-1lIb Expression oftmals mit einer
erhohten BEK (FGFR2-lllc) Expression assoziiert ist (169; 170). Um zu
analysieren, ob eine Verminderung der FGFR2-llIlb mRNA im HCC mit einer
Erhdhung der FGFR2-llic mRNA einhergeht, wurde die Expression dieser
SpleilRvariante in den HCC-Zell-Linien mittels PCR untersucht. Es zeigte sich das
gleiche Expressionsmuster wie bei der llIb-Variante. Weder in den PHH noch in
den HCC-Zell-Linien konnte FGFR2-lllc nachgewiesen werden (Abbildung 58).
Dies verdeutlicht, dass die verminderte FGFR2-Illb mRNA Expression nicht mit
einer Erhéhung der FGFR2-lllc mRNA assoziiert ist.
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Abbildung 58. RT-PCR Analyse: FGFR2-1lIb (210 bp) und -llic in PHH (primare
humane Hepatozyten) und HCC-Zell-Linien (HepG2, HuH-7 und PLC), B-Aktin
(380 bp) diente als Kontrolle.

Bei der Charakterisierung der 5'-Region des FGFR2 Genes wurde eine CpG Insel
im Promotorbereich gefunden. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Hypermethylierung dieser normal unmethylierten CpG Insel mit einem Verlust der
Transkription bei einigen Blasenkarzinom-Zell-Linien und -Geweben korreliert
(171). Darum wurde kontrolliert, ob Promotormethylierung auch die Ursache fur
die verminderte FGFR2-IlIb Expression im HCC darstellt. Die HCC-Zellen wurden
mit dem Methyltransferase Inhibitor 5-Aza-2'-Deoxycytidin (5-Aza-dC) behandelt.
Die FGFR2-lllb mRNA Expression konnte durch 5-Aza-dC nicht beeinflusst
werden (Abbildung 59 zeigt exemplarisch das Ergebnis bei HepG2 Zellen). Die
Behandlung konnte aber deutlich die Expression der Methylthioadenosin
Phosphorylase (MTAP) in HCC-Zellen reaktivieren (Abbildung 59 zeigt
exemplarisch das Ergebnis bei PLC Zellen). Dieses Gen wird negativ durch
Promotormethylierung reguliert, wie vor kurzem in unserer Arbeitsgruppe gezeigt

werden konnte (172).
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Abbildung 59. FGFR2-IIIb (A) und MTAP (B) mRNA Expression in PLC Zellen nach
Behandlung mit 5-Aza-2'-Deoxycytidin-Behandlung (Aza) und unbehandelt (Kontrolle),
*: p<0,05.
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Zusatzlich wurde eine methylierungs-spezifische PCR durchgeflhrt, um den
Methylierungsstatus der CpG Insel in der 5°-Promotorregion des FGFR2 Genes zu
bestimmen (173). Einem Doppelverdau mit dem CpG Insel flankierenden
Restriktionsenzym Aflll und den methylierungs-sensitiven Enzymen Smal, Hpall
sowie Eagl folgte eine Amplifikation der Promotorregion inklusive CpG Insel
mittels PCR. PHH und PLC Zellen waren unmethyliert in dieser Promotorregion. In
HepG2 und HuH-7 Zellen konnte jedoch kein PCR Produkt amplifiziert werden
(Abbildung 60).
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Abbildung 60. Methylierungs-sensitive PCR Analyse (Fragment: 280 bp) der CpG Insel in der 5'-
Region des FGFR2-Gens von primaren humanen Hepatozyten und den HCC-Zell-Linien PLC,
HepG2 und HuH7: Afll (A) verdaute DNA als Kontrolle (Schnittstelle auRerhalb der CpG Insel), Atll
und Mspl (A+M) als negativ Kontrolle (Schnittstelle innerhalb der CpG Insel, methylierungs-insensitiv)
und Atll in Kombination Smal (A+S), Hpall (A+H) oder EcN| (A+E) (methylierungs-sensitiv).

Methylierungs-unabhangig konnte in diesen Zellen auch ein Fragment im Exon 8
des FGFR2 Genes nicht amplifiziert werden, wahrend eine PCR Analyse in PHH
und PLC Zellen ein Fragment der erwarteten Grol3e zeigte (Abbildung 61).

1 2 3  HepG2z HuH-7 PLC

primare humane HCC-Zell-Linien
Hepatozyten

Abbildung 61. PCR-Analyse: FGFR2 Exon 8 (Fragment: 344 bp) in

primaren humanen Hepatozyten von drei unterschiedlichen Spendern und

HCC-Zell-Linien (HepG2, HuH-7 und PLC).
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass haufig beschriebene genomische
Veranderungen in der chromosomalen Region des FGFR2 Genes (10q) fur den
Verlust der FGFR2 Expression in einer Teilmenge von HCC-Geweben
verantwortlich sind (174; 175). Im Gegensatz dazu weisen die Daten nicht auf eine
negative Regulation der FGFR2-Illb Expression durch alternatives Splicing oder

Promotormethylierung hin.
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4.3.4 Re-Expression von FGFR2-lllb in HCC-Zellen
Um die funktionelle Rolle der verminderten FGFR2-lllb Expression im HCC

untersuchen zu kénnen, wurde der Rezeptor in der HCC-Zell-Linie HepG2 durch
stabile Transfektion mit dem Expressionsvektor pSV7d FGFR2-IlIb re-induziert
(Klone 1, 2 und 3). Dieser Vektor enthalt die komplette FGFR2-11lb cDNA Sequenz
unter der Kontrolle eines Cytomegalovirus (CMV)-Promotors. Der Vektor ohne
Insert wurde als Kontrolle benutzt (Mock). Durch eine quantitative RT-PCR konnte
eine starke Induktion der FGFR2-lllb mRNA Expression in den Zellklonen
nachgewiesen werden. In den Kontroll-transfizierten Zellen konnte dagegen keine
Veranderung der FGFR2-IIIb Expression beobachtet werden (Abbildung 62).

Wt Mock K1 K2 K3
HepG2

<+— FGFR2-llb

«— P-Aktin

Kontrolle

Abbildung 62. FGFR2-lllb mRNA Expression (210 bp): Zellklone (K1-3) im Vergleich
zu Kontroll- (Mock) und nicht-transfizierten (Wt) Zellen, PHH (primdre humane
Hepatozyten) dienten als Positivkontrolle (Kontrolle). 3-Aktin deinte als Ladekontrole
(380 bp).

Die Re-Expression in den Zellklonen konnte durch eine Westernblot Analyse auf

Proteinebene bestatigt werden (Abbildung 63).

— e | +— FGFR2-11Ib

4— Aktin

Wit Mock K1 K2 K3

Abbildung 63. FGFR2-Illb Protein Expression (110 kDa): Zellklone
(K1-3) im Vergleich zu den Kontroll- (Mock) und nicht-transfizierten
(Wt) Zellen, Aktin (42 kDa) diente als Ladekontrolle.
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Die stabil FGFR2-lllb exprimierenden Zellen waren in ihrer Morphologie den

Kontroll- und nicht-transfizierten Zellen ahnlich.

Abbildung 64. Morphologie der FGFR2-IIIb re-exprimierenden HCC-Zellen im Vergleich zu
den Kontroll- (Mock) und nicht-transfizierten Zellen (VergroRerung: 400x).

4.3.5 Funktionelle Veranderungen in FGFR2-lllb re-exprimierenden HCC-
Zellen in vitro

Um die Rolle des FGFR2-1llb im HCC naher charakterisieren zu kénnen, wurden

funktionelle in vitro Untersuchungen mit den FGFR2-1llIb exprimierenden Zellen im

Vergleich zu den Kontroll-transfizierten Zellen und der parentalen Zelllinie

durchgefuhrt.
Die Proliferation war in FGFR2-lllb re-exprimierenden Zellklonen signifikant

vermindert (Abbildung 65).
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Abbildung 65. Analyse der Proliferation: FGFR2-llIb Zellklone (K1-3) im Vergleich zu
Kontroll- (Mock) und nicht-transfizierten (Wt) Zellen, *: p<0,05.

Um festzustellen, ob FGFR2-lllb das Adhasions-unabhangige Wachstum von
HCC-Zellen moduliert, wurde die Kolonie Bildung der Zellen in einem Soft Agar
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analysiert. Die FGFR2-lllb Zellklone zeigten eine im Vergleich zu den

Kontrollzellen signifikant verringerte Koloniebildung (Abbildung 67).
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Abbildung 66. Analyse des Adhasions-unabhangigen Wachstums: Anzahl der Kolonien die
FGFR2-llIb Zellklone (K1-3) im Vergleich zu Kontroll- (Mock) und nicht-transfizierten (Wt) Zellen
in Soft Agar ausbildeten, *: p<0,05.

Zusatzlich zur Proliferation wird das Tumorwachstum durch Apoptose bestimmt.
Um zu eruieren, ob die FGFR2-Illb Expression auch die Apoptose beeinflusst,
wurde ein in vitro Modell fur Lipoapoptose angewendet (176).

Die Behandlung mit der freien Fettsaure Palmitat (0,1 mM; 24 h) induzierte im
gleichen Ausmal} in den nicht-transfizierten (25,0+4,2%) und Kontroll-transfizierten
HCC-Zellen (21,942,4%) Apoptose. Im Gegensatz dazu wiesen die FGFR2-1lIb
exprimierenden Klone eine signifikant hohere Anzahl an apoptotischen Zellen auf
(Klon 1: 35,4%£1,5%, Klon 2: 41,2+1,1% und Klon 3 51,240,4%; p<0,05 im
Vergleich zu nicht-transfizierten und  Kontroll-transfizierten ~ Kontrollen,

Abbildung 67).
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Abbildung 67. Funktionelle Analyse der Apoptose: FGFR2-IlIb Zellklone (K1-3) im Vergleich zu
Kontroll- (Mock) und nicht-transfizierten (Wt) Zellen in einem Lipoapoptosemodell (siehe S. 63),
*: p<0,05.
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Als nachstes wurde das migratorische Potential der HCC-Zellen in vitro
untersucht. Boydenkammer-Analysen zeigten bei den FGFR2-lllb Klonen ein
signifikant vermindertes migratorisches Potential im Vergleich zu den
Kontrollzellen (Abbildung 68).
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Abbildung 68. Analyse des migratorischen Potentials: FGFR2-lllb Zellklone (K1-3) im
Vergleich zu Kontroll- (Mock) und nicht-transfizierten (Wt) Zellen in einer Boydenkammer-
Analyse, *: p<0,05.

Diese Daten verdeutlichen, dass eine erneute FGFR2-lllb Expression in HCC-

Zellen die Tumorigenitat in vitro inhibiert.

4.3.6 Der Effekt von KGF und einem Inhibitor der Tyrosinkinase Aktivitat
auf die Tumorigenitat der FGFR2-lllb re-exprimierenden HCC-Zellen

KGF (FGF7) bindet spezifisch an den FGFR2-llIb Rezeptor. Vor kurzem konnte in
unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass KGF de novo bei chronischen
Lebererkrankungen exprimiert wird (177). Daher wurde der Effekt von KGF auf die
FGFR2-IlIb re-exprimierenden sowie Kontroll- und nicht-transfizierten HCC-Zellen
getestet. Wie erwartet, blieb ein Effekt auf die Proliferation der Kontroll-
transfizierten und nicht-transfizierten HCC-Zellen aus, da diese Zellen keinen
FGFR2-1llb Rezeptor exprimieren. Allerdings konnte auch in den FGFR2-IlIb re-
exprimierenden Zellklonen die Verdopplungszeit nicht beeinflusst werden
(Abbildung 69).

Verdopplungszeit
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Abbildung 69. Analyse der Proliferation: Stimulation der FGFR2-IlIb Zellklone (K2 und K3)
mit KGF (20 ng/ml) und unstimuliert (Kontrolle).
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Auch in anderen Tumoren konnte bereits gezeigt werden, dass eine Tyrosin-
Phosphorylierung des FGFR2-IlIb fur die Wachstumsinhibition von Tumorzellen
nicht notwendig ist (178). Um zu analysieren, ob dies im HCC auch der Fall ist,
wurde die wachstumsinhibitorische Aktivitat der FGFR2-llIb exprimierenden
Zellklone zusammen mit einem Inhibitor der Tyrosinkinase Aktivitat evaluiert.
SU5402 (Calbiochem, Darmstadt) ist ein ATP Analogon, das die Phosphorylierung
von FGFR1 und FGFR2 durch Blockierung der ATP-Bindestelle inhibiert. Wie
basierend auf der deutlichen Sequenz- und Strukturahnlichkeit der katalytischen
Domaéne der FGFRs zu vermuten und durch eine Arbeit von Bernard-Pierrot et al.
auch bestatigt (179), inhibiert SU5402 auch die FGFR2-lllb Phosphorylierung.
Allerdings konnte die durch FGFR2-llIlb Expression induzierte Inhibierung der
Proliferation im HCC durch SU5402 nicht aufgehoben werden (Abbildung 70).

Verdopplungszeit
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o = N ) EY (4] 3]

Kontrolle SU5402 Kontrolle SU5402
Klon 2 Klon 3

Abbildung 70. Analyse der Proliferation: Stimulation der FGFR2-IlIb Zellklone (Klon 2 und 3) mit
SU5402 (30 uM) und unstimuliert (Kontrolle).

Insgesamt bestatigen diese Ergebnisse die Hypothese, dass die wachstums-
inhibitorischen Eigenschaften von FGFR2-1lIb im HCC unabhangig von der Kinase

Aktivitat dieses Rezeptors sind.

4.3.7 Tumorigenitat der FGFR2-lllb re-exprimierenden HCC-Zellen in vivo

Um den Effekt von FGFR2-IlIb auf das Tumorwachstum in vivo zu untersuchen,
wurden die Zellklone subkutan in Nacktmause injiziert. Zwischen dem Tag 7 und
Tag 21 entwickelten alle Tiere (10/Gruppe) Tumoren. Die Tumoren aus FGFR2-111b
re-exprimierenden HCC-Zellen waren aber signifikant kleiner als die Tumoren der
Mock und Wildtyp Gruppe. Abbildung 71 zeigt vergleichend die TumorgroRen 21

Tage nach Implantation der Zellen.
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Abbildung 71. TumorgréRe 21 Tage nach subkutaner Injektion von 1 x 10° FGFR2-IlIb Zellklonen
(K1-3), Kontroll- (Mock) und nicht-transfizierter Zellen (Wt) in Nacktmause (n=10/Gruppe; *: p<0,05
im Vergleich zu Wt und Mock).

Eine Analyse der Apoptose mittels TUNEL-Farbung zeigte kaum apoptotische
Zellen in den Tumoren der Kontrollgruppen, aber grol3e Areale apoptotischer

Zellen in den Tumoren aus FGFR2-IlIb re-exprimierenden HCC-Zellen (Abbildung
72).

Mock Klon 1 Klon 3

TUNEL

DAPI

Abbildung 72. Representative Bilder: Analyse der apoptotischen Zellen (TUNEL: grun) in
Nacktmaustumoren (Mock, Klon 1 und 3) und Zellkernfarbung im gleichen Schnitt (DAPI: blau).

Zusammenfassend und in Ubereinstimmung mit den in vitro Daten weisen die in
vivo Daten aus dem Nacktmausexperiment darauf hin, dass eine Reduktion der

FGFR2-1lIb Expression in HCC-Zellen die Tumorigenitat von HCC-Zellen induziert.
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44 GLUT1 im hepatozellularen Karzinom

441 GLUT1 Expressionim HCC

Zuerst wurde die GLUT1 Expression in drei verschiedenen HCC-Zell-Linien
(Hep3B, HepG2 und PLC) und in primaren humanen Hepatozyten von drei
verschiedenen Spendern mittels quantitativer real time PCR analysiert. In allen
drei HCC-Zell-Linien konnte eine signifikant erhohte GLUT1 mRNA Expression im
Vergleich zu den PHH beobachtet werden (Abbildung 73).
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Abbildung 73 GLUT1 mRNA Expression in PHH (primdre humane
Hepatozyten) und drei HCC-Zell-Linien (Hep3B, HepG2 und PLC).

Durch eine Westernblot Analyse konnte auf Proteinebene bestatigt werden, dass
GLUT1 nur in HCC-Zell-Linien exprimiert wird (Abbildung 74).
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Abbildung 74. GLUT1 Protein Expression (50 kDa): PHH (primare humane
Hepatozyten) im Vergleich zu drei HCC-Zell-Linien (Hep3B, HepG2 und PLC), Aktin
(42 kDa) diente als Ladekontrolle.

Als nachstes wurden 22 humane Proben von HCC-Patienten untersucht. Von

jedem Patienten wurde RNA sowohl aus dem karzinomatdsen als auch aus dem
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umgebenden nicht-tumordsen Gewebe isoliert und die GLUT1 mRNA Expression

durch quantitative real time PCR gemessen (Abbildung 75).
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Abbildung 75. GLUT1 mRNA Expression in 22 humanen HCC-Geweben in Korrelation zu
korrespondierendem nicht-tumordsen Lebergewebe, Patientencodes: #1-22. Gestrichelte
Linie bei 1 entspricht keinem Unterschied.

In 14 HCC-Proben war die GLUT1 Expression im Vergleich zum entsprechenden
nicht-tumorosen Gewebe signifikant erhoht. Bei sechs Patienten (#2, #9, #13, und
#18-20) gab es keinen signifikanten Unterschied in Bezug auf die GLUT1
Expression zwischen HCC- und nicht-tumorésen Gewebe und in nur zwei
Patienten (#4 und #10) war die GLUT1 Expression im Vergleich zum nicht-

tumordsen Gewebe vermindert.

Um die GLUT1 Expression im HCC in situ in einer gro3eren Fallzahl untersuchen
zu konnen, wurde ein Tissue-Microarray (TMA) mit 85 HCC- und
korrespondierenden nicht-tumorésen Geweben der gleichen Patienten (n=81)
immunhistochemisch analysiert. Die Untersuchung der GLUT1 Proteinexpression
war in allen HCC- und nicht-tumorésen Geweben aussagekraftig. Eine
reprasentative immunhistologische Farbung einer GLUT1 positiven und GLUT1

negativen HCC-Gewebeprobe ist in Abbildung 76 gezeigt.
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Abbildung 76 Reprasentatives Beispiel eines nicht-tumordsen Lebergewebe mit negativer
GLUT1 Immunoreaktivitdt (A) und korrespondierendem HCC-Gewebe mit starker GLUT1
Expression (B).

In 14,1% (12/85) der HCC-Gewebe war GLUT1 immunhistochemisch
nachweisbar. Im Gegensatz dazu wurde keine GLUT1 Proteinexpression im nicht-
tumorésen Gewebeproben nachgewiesen, was einen signifikanten Unterschied
(p=0,0003) in Bezug auf die GLUT1 Expression im HCC- und nicht-tumordsen
Lebergewebe aufzeigt.

Korrespondierende Daten der mRNA- und semiquantitativen Proteinexpression
auf dem TMA waren von 20 HCC-Patienten verfugbar. Die GLUT1 mRNA
Expression war auch in den HCC-Fallen, in denen auch ein GLUT1 Immunsignal
sichtbar war, signifikant erhéht im Vergleich zu den Fallen, in denen kein GLUT1
Immunsignal detektiert werden konnte (5,0+0,9 arbitrare Einheiten vs. 1,2+0,4
arbitrare Einheiten; p=0,0006). Diese Ergebnisse zeigen, dass die verstarkte
GLUT1 Expression im HCC durch die Immunhistochemie korrekt nachgewiesen
wurde. Jedoch besteht die Moglichkeit, dass geringere GLUT1 Proteinlevel auf
Grund der Detektionsgrenze der Immunhistochemie nicht nachgewiesen werden
konnten. Darum ist es wahrscheinlich, dass GLUT1 in deutlich mehr Fallen
verstarkt exprimiert wurde, als es durch die Immunhistochemie gezeigt werden
konnte.

Fur eine deskriptive Datenanalyse wurden relevante klinisch-pathologische
Variablen in Tabelle 8 in Bezug auf das Ergebnis der GLUT1 Immunhistochemie

verglichen.
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GLUT1 GLUT1
Variable Kategorie n % negativ positiv p*
Alter bei Diagnose
<60 Jahre 39 45,9 34 5 0,753
260 Jahre 46 54,1 39 7
Geschlecht
weiblich 16 18,8 13 3 0,557
mannlich 69 81,2 60 9
Tumor-Staging
pT1 13 15,3 12 1 0,005
pT2 25 29,4 21 4
pT3 41 48,2 37 4
pT4 3 3,5 0 3
unbekannt 3 3,5 3
Tumor-Grading
G1 29 34,1 27 1 0,017
G2 48 56,5 42 6
G3 8 9,4 4 4
Tumorgrole
<5cm 36 42,4 30 6 0,409
>5cm 30 35,3 27 3
unbekannt 19 22,4 18 1
Ki-67 Proliferationsrate (MiB1-Index)
<5% 40 47,1 38 0,024
> 5% 45 52,9 35 10

Tabelle 8. GLUT1 Immunreaktion im Verhaltnis zu klinisch-pathologischen Charakteristika und
Ki-67 Proliferationsrate (MiB1), hervorgehobene p-Werte entsprechen p<0,05; exakter Test nach

Fisher.

Die Proteinexpression war signifikant mit einem héheren Tumor-Staging (p=0,005)

und einem geringeren Tumor-Grading (p=0,017) assoziiert.

AulBerdem zeigten GLUT1 positive HCC-Gewebe im Vergleich zu GLUT1

negativen Tumoren eine signifikant hohere Proliferationsrate (MIB-1

p<0,0001, Abbildung 77).

Index:
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Abbildung 77. Proliferationsrate (immunhistochemischer MIB1 Index) in HCC-Geweben
mit positiver und negativer GLUT1 Immunreaktion.

Es wurde dagegen keine Korrelation zwischen GLUT1 Expression und Alter,
Geschlecht, TumorgrofRe oder Atiologie der zugrunde liegenden Lebererkrankung
gefunden.

4.4.2 Inhibierung der GLUT1 Expression in HCC-Zellen

Um die funktionelle Bedeutung von GLUT1 im HCC weiter zu analysieren, wurde
die GLUT1 Expression in HCC-Zellen durch transiente Transfektion mit GLUT1
siRNA inhibiert. Dafur wurde zuerst der Effekt von zwei verschiedenen GLUT1
siRNAs auf die GLUT1 mRNA- und Proteinexpression in HCC-Zellen untersucht.
Eine quantitative real time PCR Analyse zeigte eine stark verminderte GLUT1
MmRNA Expression in Hep3B Zellen, die mit GLUT1 siRNA transfiziert wurden
(siRNA 1 und 2) im Vergleich zu Kontroll- (unspezifische siRNA) und nicht-
transfizierten Hep3B Zellen (Abbildung 78).
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Abbildung 78. GLUT1 mRNA Expression in Hep3B Zellen, die mit GLUT1 siRNA transfiziert
wurden (siRNA 1 und 2) im Vergleich zu Kontroll- (unspezifische siRNA) und nicht-
transfizierten (Wt) Hep3B Zellen, *: p<0,05.
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Die GLUT1 Suppression in den mit GLUT1 siRNA transfizierten Hep3B Zellen

konnte auch auf Proteinebene bestatigt werden (Abbildung 79).
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Abbildung 79. GLUT1 mRNA Expression (50 kDa) in Hep3B Zellen, die mit GLUT1 siRNA
transfiziert wurden (siRNA1 and siRNA2) im Vergleich zu Kontroll- (unspezifische siRNA)
und nicht-transfizierten (Wt) Hep3B Zellen, Aktin (42 kDa) diente als Ladekontrolle.

Eine durchflusszytometrische Analyse nach Transfektion der Hep3B Zellen mit
einer fluoreszenzmarkierten (Alexa Fluor 499) siRNA zeigte eine

Transfektionseffizienz von annahernd 90,6%+0,8% (Abbildung 80).
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Abbildung 80. Reprasentative durchflusszytometrische Analyse der
Transfektionseffizienz: Kontroll-transfizierte Hep3B Zellen (schwarz) und mit
fluoreszenzmarkierter (Alexa Fluor 488) siRNA-transfizierte Hep3B Zellen (rot),
Marker M1 entspricht der Anzahl Alexa Fluor 488 positiver Zellen.
Ferner wurde die Dauer einer effizienten GLUT1 Suppression in den Hep3B Zellen
untersucht und gefunden, dass die GLUT1 mRNA Expression fur bis zu vier Tage
nach  Transfektion anhielt. Abbildung 81 zeigt reprasentativ die

Suppressionsstabilitat in Hep3B Zellen nach Transfektion mit GLUT1 siRNA1.
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Abbildung 81. GLUT1 mRNA Expression: Stabilitdt der GLUT1 Suppression nach
GLUT1 siRNA1 Transfektion Uber vier Tage im Vergleich zu Kontroll-siRNA-
transfizierten Hep3B Zellen (gestrichelte Linie).

4.4.3 Funktionelle Veranderungen nach GLUT1 Suppression in HCC-

Zellen

Um die Rolle von GLUT1 in HCC-Zellen weiter zu charakterisieren, wurden
funktionelle in vitro Untersuchungen mit GLUT1 supprimierten HCC-Zellen
(GLUT1 siRNA 1 und 2) im Vergleich zu Kontroll-siRNA- und nicht-transfizierten
HCC-Zellen durchgefuhrt.

Die Inhibierung der GLUT1 Expression resultierte in einer signifikant

verminderten Proliferation (Abbildung 82).
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Abbildung 82. Analyse der Proliferation: Hep3B Zellen, die mit GLUT1 siRNA
transfiziert wurden (siRNA 1 und 2) im Vergleich zu Kontroll- (unspezifische siRNA) und
nicht-transfizierten (Wt) Hep3B Zellen, *: p<0,05.

Als nachstes wurde analysiert, ob die GLUT1 Expression das migratorische
Potential von HCC-Zellen in vitro beeinflusst. In einem Boydenkammer Assay
zeigten HCC-Zellen mit einer supprimierten GLUT1 Expression eine signifikant

verminderte Migration im Vergleich zu den Kontrollen (Abbildung 83).
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Abbildung 83. Analyse der Migration: Hep3B Zellen, die mit GLUT1 siRNA
transfiziert wurden (siRNA 1 und 2) im Vergleich zu Kontroll- (unspezifische
siRNA) und nicht-transfizierten (Wt) Hep3B Zellen, *: p<0,05.

Da uber GLUT1 die Glukoseaufnahme in Tumorzellen reguliert wird und bereits
von Otto Warburg 1924 beschrieben wurde, dass Tumorzellen auch unter
aeroben Bedingungen in gesteigertem MalRe anaerobe Glykolyse betreiben,
analysierten wir vergleichend die im Gegensatz zu primaren Hepatozyten stark
erhohte Laktatsekretion von Hep3B Zellen, die mit siRNA gegen GLUT1
transfiziert wurden und Hep3B Zellen die mit Kontroll siRNA oder gar nicht
transfiziert wurden. Dabei zeigte sich, dass die Suppression von GLUT1 in
Hep3B Zellen zu einer signifikant verminderten Laktatsekretion flhrte
(Abbildung 84).
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Abbildung 84. Quantifizierung der Laktatsekretion in den Zellkulturiberstanden von
Hep3B Zellen, die mit GLUT1 siRNA transfiziert wurden (siRNA 1 und 2) im Vergleich
zu den Zellkulturiberstanden von Kontroll- (unspezifische siRNA) und nicht-
transfizierten (Wt) Hep3B Zellen, *: p<0,05.

444 Einfluss von aktivierten HSZ auf die GLUT1 Expression von HCC-
Zellen

In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe wiesen vergleichende cDNA-

Array-Analysen bereits darauf hin, dass konditioniertes Medium von aktivierten
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HSZ in HCC-Zellen die GLUT1 Expression induziert. Dieses Ergebnis konnten
wir nun auch durch quantitative PCR Analysen betatigen, die zeigten, dass KM
von aktivierten HSZ in Hep3B und PLC Zellen signifikant die GLUT1 Expression
induziert (Abbildung 85).
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Abbildung 85. GLUT1 mRNA Expression in Hep3B und PLC Zellen: unstimuliert (Kontrolle) und
nach Stimulation mit konditioniertem Medium (KM) von aktivierten HSZ, *: p<0,05.

Diese Daten =zeigen, dass eine Inhibition der GLUT1 Expression die
Tumorigenitat von HCC-Zellen inhibiert und aktivierte HSZ die GLUT1

Expression induzieren kdnnen.
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5 Diskussion

Das zentrale Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, die Interaktion von
aktivierten HSZ und HCC-Zellen bezuglich der Progression des HCC zu
analysieren, denn aktivierte HSZ reprasentieren die (Myo-)fibroblasten des HCC-
Stromas. Zunehmend wird die wechselseitige Interaktion zwischen Tumorzellen
und zellularen Komponenten des Tumorstromas als wichtiger Faktor, der die
Tumorigenitat beeinflusst, erkannt. Aktivierten HSZ kommt bei der HCC-
Entstehung und -Progression auch des Weiteren eine wichtige Bedeutung zu, da
sie beim Prozess der Leberfibrose bzw. -zirrhose die zellulare Quelle der
exzessiven Produktion und Deposition von extrazellularer Matrix darstellen. Somit
verursachen sie zum einen mit der Leberzirrhose auch den Hauptriskofaktor fur
die HCC-Entstehung und zum anderen sind sie bereits vor Beginn der
Hepatokanzerogenese in der geschadigten Leber prasent und ,begleiten®
gleichsam in enger Nachbarschaft die Hepatozyten im Verlauf der malignen
Transformation.

Bezuglich der Interaktion zwischen aktivierten HSZ und HCC-Zellen war zudem
die Analyse von drei Molekilen bzw. (molekularen) Mechanismen fur die
Hepatokanzerogenese von Bedeutung, da wir - basierend auf Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe - bereits wussten, dass jene die Leberregeneration und -fibrose
beeinflussen bzw. annahmen, dass sie auch bei der Interaktion von aktivierten
HSZ und HCC-Zellen eine wichtige (pathophysiologische) Rolle spielen.

Die Diskussion der Ergebnisse soll hier zunachst entsprechend der Reihenfolge

im Ergebnisteil fokussiert auf die jeweilige Fragestellung bzw. die Ziele erfolgen:

5.1 Bedeutung von aktivierten HSZ fur die Tumorigenitat von HCC-Zellen,

5.2 Regulation wund Funktion des Proteins MIA2 im Verlauf der
Hepatokanzerogenese,

5.3 Expression und Funktion von FGFR2-lllb im HCC und

5.4 Expression und Funktion von GLUT1 im HCC.
Basierend auf den Ergebnissen aus der GLUT1 Analyse im HCC wird dann
auch die Bedeutung des ,Warburg Effektes“ bei der

Hepatokanzerogenese diskutiert.
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In allen vier Projektteilen wurden wichtige Ergebnisse erzielt, die unser
Verstandnis fur die Entstehung und Progression des HCC erweitern und auch eine
potentielle Grundlage fur innovative therapeutische Ansatze oder prognostische
Marker fur den Verlauf dieses hochmalignen Tumors darstellen kdnnten.

Am Ende der jeweiligen Diskussions- bzw. Projektteile wird daher auch jeweils ein
Ausblick gegeben, wie - basierend auf den erzielten Daten und Erkenntnissen -
die Untersuchungen auch uber die hier vorgestellte Arbeit hinaus fortgesetzt
werden sollen und fur diese weiteren Arbeiten zum Teil auch bereits wichtige
Erkenntnisse gewonnen werden konnten.

AbschlieRend werden die Ergebnisse dann in der Zusammenschau (5.5) diskutiert

und bewertet.

5.1 Bedeutung von aktivierten HSZ fur die Tumorigenitat von
HCC-Zellen

In diesem Teil der Arbeit sollten die Effekte aktivierter HSZ auf die Tumorigenitat
von HCC-Zellen in vitro und in vivo analysiert werden. Unsere Experimente
zeigen, dass aktivierte humane HSZ die Proliferation, Migration und Apoptose von
drei unterschiedlichen humanen HCC-Zell-Linien in vitro modulieren konnten.
Weiterhin fordern aktivierte HSZ das Wachstum und die Invasivitat von HCC-
Zellen in Nacktmausen. Zusammenfassend weisen die Daten darauf hin, dass
aktivierte HSZ die Tumorigenitat des HCC fordern.

Als potentiellen molekularen Mechanismus, der den tumorigenen Effekt von
aktivierten HSZ auf HCC-Zellen vermittelt, konnten eine erhdhte NFkB und ERK
Aktivitat in HCC-Zellen identifiziert werden, nachdem diese mit konditioniertem
Medium von aktivierten HSZ stimuliert wurden.

Eine aberrierende Aktivitat des MAP Kinase/Extracellular Regulated Kinase (ERK)
Signalweges ist bekanntermallen an der Progression des humanen HCC beteiligt.
Eine erhohte ERK Aktivitat induziert die Proliferation von HCC-Zellen und schutzt
diese vor Apoptose (180). Weiterhin beeinflusst eine erhdhte ERK Aktivierung die
migratorische Aktivitat und Invasivitat von HCC-Zellen, was darauf hinweist, dass
dieser molekulare Signalweg an der intrahepatischen Metastasierung des HCC
beteiligt ist (181).
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Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB ist eines der frihesten
Schlusselereignisse in der neoplastischen Progression der Leber und spielt eine
kritische Rolle beim Ubergang von der Entziindung zur hepatischen Onkogenese
(182; 183). Konstitutive sowie induzierte NFkB Aktivitat kann das Uberleben von
HCC-Zellen sowohl in vitro als auch in vivo induzieren und Zellkulturstudien
bewiesen die kritische Rolle von NFkB bei der Proliferation von Karzinomzellen
(184; 185). Ebenso ist NFkB ein bekannter Transkriptionsfaktor des Chemokins
Interleukin IL-8, das konstitutiv in HCC-Zellen exprimiert wird (186). Es konnte in
dieser Arbeit gezeigt werden, dass aktivierte HSZ die IL-8 Expression in HCC-
Zellen stimulieren. In vorausgegangenen Studien wurde bereits gezeigt, dass IL-8
direkt oder indirekt in die Progression des HCC involviert ist (187; 188). IL-8 kann
die Karzinomprogression sowohl durch Induktion der Proliferation und Migration
von Tumorzellen als auch durch Induktion der Angiogenese, d.h. durch eine
bessere Gefallversorgung des Tumorgewebes, foérdern. Von Interesse ist hierbei
eine kurzlich erschienene Studie von Kubo et al., die zeigt, dass IL-8 im humanen
HCC mit Invasion der Karzinomzellen aber nicht mit Tumorangiogenese korreliert
(189). In Ubereinstimmung dazu konnte in dieser Arbeit keine gesteigerte
Angiogenese in Tumoren, die sich nach Injektion von aktivierten HSZ und HCC-
Zellen in Nacktmausen bildeten, im Vergleich zu den Tumoren aus HCC-Zellen
alleine beobachtet werden. Aullerdem wiesen Tumoren aus aktivierten HSZ und
HCC-Zellen trotz eines groReren Volumens kleinere Areale einer zentralen
Nekrose auf als Tumoren, die sich nur aus HCC-Zellen bildeten. In Einklang damit
zeigten sich auch kleinere zentrale Nekrosen in Spharoiden aus aktivierten HSZ
und HCC-Zellen im Vergleich zu Spharoiden, die nur aus HCC-Zellen bestanden.
Dieses dreidimensionale Zellkultursystem, in dem Sauerstoff und Nahrstoffe zur
Verfligung stehen, ist unabhangig von Angiogenese und rein durch Diffusion
limitiert. Zusammenfassend weisen diese Erkenntnisse darauf hin, dass aktivierte
HSZ nicht Angiogenese anregen, sondern das HCC-Wachstum fordern, indem sie
das Ungleichgewicht zwischen Proliferation und Zelltod verstarken, was ein
protumorigenes Prinzip in der Hepatokanzerogenese darstellt.

Es wurden verschiedene Modelle angewandt, um die Interaktion zwischen
aktivierten HSZ und HCC-Zellen zu untersuchen. In den ersten experimentellen
Untersuchungen wurde eine verstarkte NFkKB und ERK Aktivitat, eine Induktion

von Proliferation und Migration, die Resistenz gegenuber Apoptose und die
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Expression von IL-8 in HCC-Zellen beobachtet, die mit konditioniertem Medium,
das von aktivierten HSZ gesammelt wurde, stimuliert wurden. Diese Erkenntnisse
weisen darauf hin, dass |0sliche Faktoren, die von aktivierten HSZ sezerniert
werden, fur die beobachteten tumorigenen Effekte verantwortlich sind. In dieser
Arbeit lag der Fokus nicht auf der Identifizierung dieser Faktoren. Potentielle
Kandidaten sind  jedoch  verschiedene  Wachstumsfaktoren, Matrix
Metalloproteinasen (MMPs), Chemokine und Zytokine. Bisherige Studien konnten
zeigen, dass HGF von aktivierten HSZ sekretiert wird und die Invasivitat von HCC-
Zellen in vitro fordert (190). Weiterhin wurde gezeigt, dass aktivierte HSZ die
Progression des HCC durch TGF-B verstarken kénnen (191). Einige weitere
Wachstumsfaktoren wie FGF1 und 2, PDGF oder Insulin Like Growth Factor (IGF)
sind bekannt, die von aktivierten HSZ exprimiert werden und die
Hepatokanzerogenese beeinflussen (192). Es ist mehr als wahrscheinlich, dass
einige dieser Faktoren sowie bisher noch nicht identifizierte Faktoren, die von
aktivierten HSZ sekretiert werden, alleine oder in Kombination die in dieser Arbeit
beobachteten tumorigenen Effekte verursachen. Ebenso kann spekuliert werden,
dass diese Faktoren unterschiedliche Pathomechanismen beeinflussen und
derselbe Faktor wie im Fall von HGF unterschiedliche Effekte in verschiedenen
HCC-Zell-Linien hervorrufen kann (193).

Die anschlielende Analyse der Interaktion zwischen aktivierten HSZ und HCC-
Zellen in einem dreidimensionalen Zell Kokultur System und in einem in vivo
Modell bestatigten die tumorigenen Effekte von aktivierten HSZ auf das HCC. In
diesen Modellen konnen neben den von aktivierten HSZ sekretierten I6slichen
Faktoren weitere Mechanismen die beobachteten kanzerogenen Effekte
verursachen. Zum Beispiel wurde gezeigt, dass HSZ die Progression von
hepatischen Tumoren oder Metastasen durch das Remodeling der extrazellularen
Matrix oder durch die Expression chemotaktischer Faktoren vermitteln (194; 195).
Diese und weitere Studien in anderen Tumoren zeigen, dass Tumorzellen die
Expression tumorigener Faktoren durch aktivierte HSZ induzieren, was auf eine
gegenseitige Interaktion zwischen Karzinomzellen und stromalen (Myo-)
Fibroblasten bei der Karzinomprogression hindeutet.

Zusammenfassend untermauert diese Arbeit die Bedeutung von aktivierten
stromalen HSZ/Myofibroblasten bei der HCC-Progression in vitro und in vivo
(Abbildung 86).
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Abbildung 86. Wechselseitige Interaktion (<): Bedeutung aktivierter HSZ bei der HCC-
Progression durch sezernierte tumorigene Faktoren und induzierte Verstarkung dieses
Effektes durch HCC-Zellen. Aktivierte HSZ induzieren (1) in HCC-Zellen Proliferation,
Migration sowie Invasion und schiitzen (1) vor Apoptose.

Nachfolgende Fragestellungen und Ziele, die sich aus den Untersuchungen

zur Bedeutung aktivierter HSZ fiir die HCC-Progression ergeben

Unsere Daten zeigen, dass aktivierte HSZ (zumindest auch) Uber sezernierte
Faktoren die Tumorigenitat von HCC-Zellen fordern. Eine gezielte Inhibition dieser
Faktoren stellt ein interessantes von der Tumorzelldifferenzierung unabhangiges
therapeutisches Target dar. Durch proteomische Analysen sollen diese Faktoren
daher zunachst in den konditionierten Medien der aktivierten HSZ identifiziert
werden, da sich dieses Modell hierfir methodisch sehr gut eignet. In den beiden
anderen Modellen (3D Spharoid- und Nacktmausmodell) soll dann nachfolgend
die biologische Wirksamkeit einer gezielten Inhibition dieser Faktoren analysiert
werden.

Weiterhin ist geplant zu untersuchen, ob eine Quantifizierung von aktivierten HSZ
im HCC als prognostischer Marker genutzt werden kann. HierfUr wirde sich in
hervorragender Weise der Tissue-Microarray (TMA) eignen, der in den anderen

Projektteilen bereits genutzt wurde.
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5.2 Regulation und Funktion des Proteins MIA2 im Verlauf der
Hepatokanzerogenese

Vor kurzem wurde in unserer Arbeitsgruppe mit MIA2 ein neues Mitglied der MIA
Genfamilie identifiziert und eine gewebespezifische Expression in Hepatozyten
beschrieben (196). Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass MIA2 im HCC
vermindert exprimiert wird oder komplett verloren ist (166). In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass der Verlust des Transkriptionsfaktors HNF-1 zumindest teilweise flur
die transkriptionelle Reduktion der MIA2 Expression verantwortlich ist. Zudem
fuhrte eine Re-Induktion der MIA2 Expression in HCC-Zellen zu einer deutlichen
Inhibierung des Wachstums und der Invasion sowohl in vitro als auch in vivo.
Aulerdem war der Verlust der MIA2 Expression mit einem hdheren Tumor-
Staging und einer vermehrten Proliferation der Tumorzellen assoziiert. Diese
Arbeit liefert also einen direkten Beweis, dass MIA2 im HCC als ein
Tumorsuppressor betrachtet werden kann. Weiterhin handelt es sich bei MIA2 um
einen potentiellen Marker fur eine HCC Prognose und ein attraktives

therapeutisches Target.

Im Moment kann Uber die molekularen Mechanismen der anti-tumorigenen Effekte
von MIA2 nur spekuliert werden. MIA2 wird ausschlieBlich von Hepatozyten
exprimiert und die Analyse der Aminosauresequenz von MIA2 sowie vorlaufige
Experimente, bei denen der Uberstand von Hepatozyten analysiert wurde, weisen
darauf hin, dass es sich bei MIA2Z um ein sezerniertes Protein handelt.
Interessanterweise zeigte die Behandlung der HCC-Zellen mit rekombinantem
MIA2 ahnliche Effekte auf Proliferation und Invasion wie die Re-expression von
MIA2 durch stabile Transfektion. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass MIA2
wohl in einer autokrinen Weise agiert. In weiteren Studien sollen mogliche
Rezeptoren und Signalwege identifiziert werden. Ebenso soll das therapeutische

Potential von MIA2 weiter untersucht werden.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die hepatische MIA2 Expression in
Patienten mit Leberfibrose oder Zirrhose erhoht ist (197). AufRerdem wurde
gezeigt, dass TGF-B die MIA2 Expression in Hepatozyten in vitro induzieren kann
(198). Es ist sehr wohl bekannt, dass die TGF-B Signaltransduktion im HCC
gestort ist. Daher kann spekuliert werden, ob eine gestorte TGF-3
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Signaltransduktion zu einer verminderten transkriptionelle Aktivitat von MIA2 im
tumorosen Lebergewebe beitragt. Aullerdem wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass
die Hepatozyten spezifische Expression von MIA2 durch HNF-1 Bindungsstellen
im MIA2 Promotor kontrolliert wird. HNF-1 gehort zur Familie der Liver Enriched
Transcription Factors. LETFs binden an Promotor oder Enhancer Regionen
verschiedener hepatischer, funktioneller Gene. Mehrere Studien deuten darauf
hin, dass HNF-1 an der Kontrolle der Zelldifferenzierung beteiligt ist.
Transkriptionelle Veranderungen dieses Faktors wurden zwischen normalen und
karzinomatosen Geweben beobachtet (199; 200). Die hier nachgewiesene
Reduktion der HNF-1 Expression in HCC-Zell-Linien und Geweben ist in
Ubereinstimmung mit diesen vorausgegangenen Studien. Allerdings wurde einmal
berichtet, dass die HNF-1 Expression in vier von sechs HCC-Proben erhdht war
(201). Die Diskrepanz zwischen den hier gezeigten Ergebnissen und dieser Studie
kann durch die relativ kleine Anzahl an analysierten Tumorproben erklart werden.
Eine Funktion als Tumorsuppressor wird durch den Phanotyp von zwei HNF-1
defizienten Mauslinien unterstutzt. Diese Mause haben entweder durch eine
verstarkte Proliferation der Hepatozyten eine ausgepragte Vergrolderung der
Leber (202) bzw. eine LebervergroRerung mit einer zentralen lobularen
Hypertrophie und Degeneration der individuellen Hepatozyten (203). AuRerdem
wurden Keimbahnmutationen des Transkriptionsfaktor 1 (TCF1) Gens, das HNF-1
kodiert, in hepatischen Adenomen gefunden (204). Allerdings wurde bisher kein
direkter Effekt von HNF-1 auf die Tumorigenitat von Zellen vermutet. Die hier
gezeigten Daten deuten auf einen neuen Mechanismus hin, wie der Verlust der
HNF-1 Expression im HCC die Tumorigenitat mittels einer negativen Regulation
von MIA2 beeinflusst (Abbildung 87).

HNF 1 MIAZ im HCC ein
MIAZ Tumorsuppressor
nach Verlust:
Prollferatlon
Invasion
Aktivierte HSZ HCC Zelle

Abbildung 87. Der Verlust (1) der HNF-1 Expression im HCC férdert die Tumorigenitat der
HCC-Zellen durch eine negative Regulation von MIA2. Ein Verlust des Tumorsuppressors MIA2
korreliert mit vermehrter (1) Proliferation, Migration und Invasion. Durch den Verlust von MIA2
geht auch die proliferationshemmende Wirkung auf aktivierter HSZ verloren ().
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Nachfolgende Fragestellungen und Ziele, die sich aus der Funktion von

MIA2 als Tumorsuppressor im HCC ergeben

Die Funktion von MIA2 war bislang unbekannt. Die hier vorgestellten Daten zeigen
erstmals, dass MIA2 im HCC als Tumorsuppressor wirkt. Ferner fuhren sie zu der
Hypothese, dass MIA2 ein potentielles Therapeutikum fir das HCC darstellen
konnte. Um dies weiter zu analysieren, ist es wichtig, die Funktion von MIA2 auch
im Verlauf der HCC-Entstehung zu untersuchen. Zudem sollen die Funktion und
die  molekularen  Wirkmechanismen von MIA2 auch bei weiteren
pathophysiologischen Prozessen, wie akuter und chronischer Leberschadigung,
bzw. unter physiologischen Bedingungen (in Hinblick auf die embryonale
Leberentwicklung oder die Leberregeneration) analysiert werden. Aufgrund der
Komplexizitat der zellularen Interaktion bei diesen Mechanismen sind hierfur in
vivo Versuche in entsprechenden experimentellen Modellen erforderlich.

Hierfur soll zum einen eine MIA2 Knockout Maus mit einer kompletten MIA2

Defizienz (durch homologe Rekombination) und zum anderen eine transgene

Knockdown Maus, die Mia2 shRNA konditionell exprimiert, erzeugt werden. Die

Motivation, zwei Strategien fur die Generierung einer MIA2 defizienten Maus zu
verfolgen, ergab sich daraus, dass sich die Klonierung des Vektors fur die
homologe = Rekombination als sehr problematisch erwies und die
Klonierungsstrategie mehrfach geandert werden musste. Es kann nur spekuliert
werden, dass die repetitiven und palindromischen Sequenzen der zu klonierenden
Intronsequenzen daflr verantwortlich und nicht kompatibel mit dem anfangs
verwendeten Vektor fur die homologe Rekombination waren. Durch die zwei
unterschiedlichen Mausmodelle eroffnet sich die Mdoglichkeit, den Einfluss einer
verminderten und verlorenen MIA2 Expression in vivo untersuchen zu kdnnen.

So konnten in der hier vorliegenden Arbeit fur die Generierung dieser Mause
bereits wichtige Erkenntnisse gewonnen bzw. wichtige methodische
Voraussetzungen geschaffen werden, so dass die transgenen Konstrukte
demnéachst in den Pronukleus muriner Eizellen injiziert bzw. durch Elektroporation

in murine Stammzellen eingeschleust werden kénnen.
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5.3 Expression und Funktion von FGFR2-lllb im HCC

Es konnte gezeigt werden, dass die FGFR2-llIb-Expression in HCC-Zellen im
Vergleich zu primaren humanen Hepatozyten vermindert oder ganz verloren ist.
Dies konnte auch in murinen und humanen HCC-Gewebe verglichen mit nicht-
neoplastischen Gewebe bestatigt werden. Um zu analysieren, ob FGFR2-IlIb ein
Marker fur Differenzierung ist, der in den meisten aggressiven Tumoren verloren
ist, oder eine aktive Rolle bei der Aufrechterhaltung eines wenig aggressiven
Phanotyps in epithelialen Zellen spielt, wurde FGFR2-IlIb in einer HCC-Zell-Linie
re-exprimiert, die endogen kein FGFR2-IlIb exprimiert. Die Re-expression von
FGFR2-11Ib inhibierte deutlich die Migration und das Wachstum in vitro und in vivo,
wodurch die Tumorigenitat der HCC-Zellen reduziert wurde. In Ubereinstimmung
mit der Suppression des Wachstums und der Tumorigenitat kam es zu einer
erhohten Apoptoseinduktion durch die FGFR2-lllb Re-expression. Aulierdem
wurde nachgewiesen, dass ein Verlust von FGFR2-IlIb mit einem héheren Tumor-
Staging und vermehrter Zellproliferation in Patienten mit HCC assoziiert ist. Diese
Arbeit bringt somit den direkten Nachweis, dass es sich bei FGFR2-IIIb im HCC

um einen Tumorsuppressor handelt.

Der FGFR2-1lIb Signalweg kann Mitose induzieren, wie es z.B. bei basalen Zellen
der Haut oder bei der Wundheilung der Blase der Fall ist (205; 206). Ebenso kann
dieser Signalweg die Progression von wenig differenzierten Tumoren unterstitzen
(207; 208). Alternativ spielt derselbe Rezeptor bei der Kontrolle der
Zelldifferenzierung in suprabasalen Zellen der Haut (209), sowie bei der Erhaltung
einer weniger aggressiven Form gewisser Karzinome eine Rolle, wie in dieser und
in anderen Studien gezeigt (210). Dies zeigt, dass das reduzierte Wachstum
FGFR2-lIllb  re-exprimierender = HCC-Zellen  wahrscheinlich  durch  die
Aufrechterhaltung der Homdostase oder durch die Balance zwischen Proliferation,
Apoptose und Differenzierung verursacht wird.

Die inhibitorischen Eigenschaften von FGFR2-1lIb und der haufige Verlust bzw. die
verminderte Expression in HCC-Geweben und den meisten Zell-Linien lasst
vermuten, dass die Inaktivierung von FGFR2-IlIb einen kritischen Schritt in der
Entwicklung und Progression des HCC darstellt. Hierflr konnten unterschiedliche

Mechanismen verantwortlich sein.
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Aus dem FGFR2 Gen kénnen zwei verschiedene Splicevarianten hervorgehen:
FGFR2-1llb mit einer hohen Affinitat fur FGF7/KGF und FGFR2-llic mit keiner
Affinitat zu FGF7/KGF. Es wurde berichtet, dass eine verminderte Expression von
FGFR2-1llb mit einer erhdhten Expression von BEK (FGFR2-llic) assoziiert ist
(211; 212). Ungeachtet der Exon lllb Expression war jedoch auch die Exon lllc
enthaltende Form im HCC nur schwach bzw. nicht zu detektieren.

In der vorliegenden Untersuchung konnte alternatives Splicing somit als Ursache
fur die verminderte FGFR2-IlIb Expression im HCC ausgeschlossen werden.
Vielmehr deuten unsere Untersuchungen darauf hin, dass die FGFR2
Genexpression im HCC reprimiert ist.

Die 5-Region des FGFR2 Gens enthalt eine CpG Insel und es wurde bereits
gezeigt, dass die FGFR2-IIIb Expression in einigen Tumoren wie z.B. Blasen- und
Magenkarzinom durch epigenetische Veranderungen ausgeschalten ist (213-215).
Allerdings flhrte eine Behandlung mit dem DNA Methyltransferase Inhibitor 5-Aza-
2'-deoxyzytidin  nicht zu einer erneuten FGFR2-lllb Expression. Eine
methylierungs-spezifische PCR zeigte ebenfalls, dass eine Promotormethylierung
nicht der Grund fur die verminderte FGFR2-IlIb Expression im HCC ist.
Interessanterweise konnten jedoch definierte genomische Regionen des FGFR2
Genes in zwei der untersuchten HCC-Zell-Linien nicht amplifiziert werden. Das
FGFR2 Gen ist in der Chromosomenregion 10925.3-10926 kartiert (216) und im
HCC sind in der Region 10q grof’e genomische Veranderungen einschlief3lich
chromosomaler Instabilitat (CIN) zu finden (217).

Obwohl es in der vorliegenden Arbeit nicht systematisch untersucht wurde, kann
daher trotzdem vermutet werden, dass genomische Veranderungen - zumindest
in einer Subpopulation von HCC-Zellen - verantwortlich fur den Verlust der
FGFR2-1llb Expression im HCC sind. Allerdings muissen auch noch weitere
Mechanismen wie eine veranderte Chromatinstruktur in der FGFR2 Region oder
der Verlust von Transaktivatoren des FGFR2 Gens in Betracht gezogen werden.
Daher sind noch weitere Studien notwendig, um die molekularen Mechanismen
der verminderten FGFR2-1lIb Expression im HCC aufzuklaren.

Weiterhin kann bislang Uber die molekularen Mechanismen der anti-tumorigenen
Wirkung des FGFR2-IIIb im HCC nur spekuliert werden.

Interessanterweise  ist eine  Tyrosinphosphorylierung des FGFR2-IlIb

wahrscheinlich nicht fur die Tumorsuppression im HCC verantwortlich. Dies wurde
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auch in vitro fur Blasenkarzinomzellen gezeigt (218). Ebenso wurde in einem
murinen Prostatakarzinommodell eine Inhibition des Tumorwachstums ohne
Aktivierung des Rezeptors beobachtet (219). Der spezifische FGFR2-IlIb Ligand
FGF7/KGF hatte in Ubereinstimmung mit dieser Hypothese keinen Effekt auf die
FGFR2-1llIb exprimierenden HCC-Zellklone.

Im Hinblick auf eine therapeutische Fragestellung ist es von besonderem
Interesse, dass KGF das Wachstum von FGFR2-IlIb exprimierenden Zellen nicht
beeinflusst. Palifermin (Kepivance™), eine rekombinante Form des humanen
KGF, ist in den USA, Europa und Australien als Medikament zugelassen.
Patienten mit malignen hamatologischen Erkrankungen, die wahrend einer
Stammzellbehandlung eine myelotoxische Therapie erhalten, wird KGF
verabreicht, um die Inzidenz und Dauer einer oralen Mukositis zu vermindern
(220). Zudem wird momentan in klinischen Studien der positive Nutzen von KGF
bei Patienten mit soliden Tumoren untersucht bzw. ob dadurch gesundes Gewebe
vor den nachteiligen Effekten einer Chemoradiotherapie geschutzt werden kann.
Bei einer KGF Behandlung von Patienten mit Tumoren epithelialen Ursprungs
stellt sich jedoch die Frage, ob KGF einen zytoprotektiven Effekt auf die
Tumorzellen selbst hat, indem ihre Resistenz gegenuber chemotherapeutischen
Agentien zunimmt.

Ein solches Risiko war insbesondere fur das HCC zu befurchten, da KGF die
Apoptose von Hepatozyten in vitro und in vivo hemmt (221). Weiter induziert KGF
in vitro und in vivo die Proliferation von Hepatozyten (222) und es konnte gezeigt
werden, dass FGFR2-llIb eine entscheidende Rolle bei der Leberregeneration
spielt (223). Die Wirkung auf HCC-Zellen war bislang nicht untersucht.

Aulerdem zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass FGRR2-IlIb Expression als
Marker fur die HCC-Progression genutzt werden konnte. Weiterhin kénnte die
Identifizierung der molekularen Mechanismen, die fur die anti-tumoralen Effekte
von FGFR2-llIb verantwortlich sind, einen therapeutischen Ansatz liefern, die

Progression dieses extrem aggressiven Tumors zu inhibieren.
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FGFR2-lllb im HCC
ein Tumorsuppressor

nach Verlust:

KGE Proliferation
) Migration
Invasion

Apoptosel

Aktivierte HSZ HCC Zelle

Abbildung 88. FGFR2-1llb als Tumorsuppressor: der Verlust induziert die HCC-Progression
durch vermehrte (1) Proliferation, Migration und Invasion sowie verminderte (1) Apoptose.
Die antitumorigene Wirkung von FGFR2-llIb wird nicht durch den von aktivierten HSZ
sekretierten Liganden KGF (—) mediiert.

Nachfolgende Fragestellungen und Ziele, die sich aus der Identifizierung von

FGFR2-llIb als Tumorsuppressor im HCC ergeben

Bislang ist der molekulare Mechanismus, durch den FGFR2-llIb die anti-
kanzerogene Wirkung vermittelt, unklar. Durch gezielte Analyse der
Signaltransduktion und durch definierte Mutationen im FGFR2-1l1Ib Rezeptor soll
versucht werden, diese zu identifizieren, da sich hieraus neue therapeutische
Targets ergeben konnten.

Des Weiteren soll in Zusammenarbeit mit Frau Prof. Sabine Werner (ETH, Zurich)
in FGFR2-lllb defizienten Mausen (Hepatozyten-spezifisch deletiert) die
prokanzerogene Wirkung des FGFR2-lllb Verlustes nach chemischer HCC-
Induktion (224) Uberpruft werden. Zudem wird derzeit ein FGFR2-IlIb
exprimierender Adenovirus entwickelt. Durch eine Injektion des FGFR2-llIb
Adenovirus kann dann in den FGFR2-IlIb defizienten Mausen nach HCC-Induktion
die Wirkung des re-exprimierten FGFR2-Illb als Tumorsuppressor in vivo bestatigt

werden.
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5.4 Expression und Funktion von GLUT1 im HCC

Das Ziel dieser Studie war, die Expression und Funktion des Glukosetransporters
GLUT1 im HCC zu analysieren.

Bisherige Studien, in denen die GLUT1 Expression in humanen und murinen
HCC-Gewebe untersucht wurde, zeigten diskrepante und unschllssige
Ergebnisse. In einigen Studien wurde im HCC in mehr als 80% der Falle eine
starke und erhohte GLUT1 mRNA Expression im Vergleich zum
korrespondierenden nicht-tumordsen Gewebe gefunden (225-227). Im Gegensatz
dazu konnte in immunhistochemischen Untersuchungen anderer Studien im HCC-
Gewebe kein GLUT1 Protein detektiert werden bzw. nur in einer Minderheit der
Falle (228-231). Alle diese bisherigen Studien haben gemeinsam, dass nur wenige
HCC-Gewebe untersucht wurden und dass die GLUT1 Expression entweder nur
auf mMRNA Ebene oder auf Proteinebene analysiert wurde.

In unserer Studie wurde die GLUT1 Expression im HCC sowohl durch quantitative
PCR als auch auf Proteinebene in HCC-Zellen und Geweben analysiert. Ferner
wurde in 85 HCC-Fallen die GLUT1 Expression immunhistochemisch mit einem
Tissue-Microarray analysiert.

Es wurde eine erhdhte GLUT1 Expression sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene in allen HCC-Zell-Linien im Vergleich zu primaren humanen
Hepatozyten gefunden. Weiterhin zeigten humane HCC-Gewebe in 64% der Falle
einen hoheren GLUT1 mRNA Level als das korrespondierende nicht-tumordse
Lebergewebe. Durch eine immunhistochemische Analyse konnte in 12% aller
untersuchten HCC-Gewebe GLUT1 detektiert werden, aber in keinem nicht-
tumordsen Gewebe. Es kann daher spekuliert werden, ob die in nur einem
kleineren Teil der HCC-Patienten immunhistochemisch nachgewiesene GLUT1
Proteinexpression die tatsachliche Expression in HCC-Geweben reflektiert. Es gibt
jedoch mehrere Argumente, die gegen diese Hypothese sprechen. Diese weisen
eher darauf hin, dass die Antikdrper und/oder die Methoden der Detektion der
immunhistochemischen Farbung hier und in friheren Studien nicht sensitiv genug
sind, GLUT1 im HCC-Gewebe zu detektieren. Eventuell wird GLUT1 im HCC nur
in relativ geringer Menge exprimiert. So war eine enge Korrelation zwischen
GLUT1 mRNA- und Proteinexpression festzustellen, wobei nur HCC-Gewebe mit
den hochsten GLUT1 mRNA Levels auch eine sichtbare immunhistochemische

Farbung zeigten, was vermuten lasst, dass es einen Schwellenwert flr den
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immunhistochemischen Nachweis des GLUT1 Protein gibt. Zudem wurde in zwei
HCC-Zell-Linien durch die Behandlung mit GLUT1 siRNA die GLUT1 Expression
sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene supprimiert, was darauf hinweist,

dass die GLUT1 Expression im HCC auf transkriptioneller Ebene reguliert wird.

Die Expression von GLUT1 in einer signifikanten Anzahl an HCC-Geweben und
die geringe bzw. undetektierbare Expression in den korrespondierenden normalen
und benignen hepatischen Geweben zeigen, dass dieser Transporter in HCC-
Zellen wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Glukoseaufnahme spielt.
Glukose ist die Hauptenergiequelle und eine verstarkte GLUT1 Expression weist
auf einen erhOhten Energiebedarf hin, der wiederum mit einem aggressiveren
Tumor-Verhalten korreliert. In der Tat konnte in mehreren soliden Tumoren eine
GLUT1 Uberexpression mit einer aggressiveren Tumorform in Ubereinstimmung
gebracht werden (232; 233). In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal fir das HCC
gezeigt werden, dass die GLUT1 Expression signifikant mit Wachstum und
Invasivitat assoziiert ist.

Es ist bekannt, dass die Proliferation transformierter Zellen mit einer
Beschleunigung der Glukoseaufnahme und des Stoffwechsels einhergeht (234;
235). So konnte auch gezeigt werden, dass GLUT1 in fotalen Hepatozyten in
groReren Mengen vorhanden ist als in adulten (236; 237).

Dadurch kénnte spekuliert werden, dass eine GLUT1 Uberexpression in
tumordsen Geweben aus dem schnellen Wachstum der Tumorzellen resultiert.

In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Inhibition der GLUT1
Expression in HCC-Zellen eine Reduktion der Proliferationsrate und des
migratorischen Potentials induziert. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass GLUT1
direkt die Tumorigenitat der HCC-Zellen induziert und nicht (nur) in einem
spateren Verlauf der HCC-Progression in Folge eines erhohten Energiebedarfs

reaktiv exprimiert wird.

Die pharmakologische Inhibition des Glukosestoffwechsels von Tumorzellen,
alleine oder in Kombination mit anderen therapeutischen Heilverfahren, hat sich
als viel versprechende Therapie in vitro und in vivo erwiesen (238). Eine Inhibition
der Expression oder der Funktionalitat von GLUT1 ware ein spezifischeres Target

als die Inhibierung des Glukosestoffwechsels in seiner Gesamtheit, da die Zellen
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im Tumor insbesondere von einer vermehrten Glukoseaufnahme fir die anaerobe
Glykolyse abhangig sind, so wie dies fur nicht-tumorése Zellen meistens unter
hypoxischen Bedingungen der Fall ist. Da die Charakterisierung von GLUT1
signifikant vorangeschritten ist, ist zu hoffen, dass bald GLUT1 inhibierende
Agentien generiert werden konnten (239; 240). Die Erfahrungen, die aus der
Behandlung von Patienten mit (genetisch determinierter) GLUT1 Defizienz
gewonnenen wurden, konnten dabei eingesetzt werden, die potentiellen
Nebenwirkungen einer anti-GLUT1 Therapie bei Patienten zu Uberwinden (241).
Studien zum Gebrauch von Glukose-Analoga oder -Konjugaten, die leicht in
Zielzellen durch GLUT1 aufgenommen werden, zeigen zudem, dass ein
ausreichend grof3er Unterschied der GLUT-1 Expression zwischen gesunden
Geweben und Tumoren die Anwendung von GLUT1 als therapeutisches Target
erlaubt. Zum Beispiel wurde der in der Positronen-Emissions-Tomographie (PET)
eingesetzte Tracer ['®F]-Fluor-2-Desoxy-D-Glukose (FDG) kiirzlich in murinen
Mammakarzinom-Modellen als radiomolekulare Therapieoption getestet und es
konnte gezeigt werden, dass eine Dosierung bis zu 5 mCi nicht radiotoxisch fur
normale Organe war (242).

Zusammenfassend konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass eine erhdhte
GLUT1 Expression im HCC die Proliferation und Invasivitat beeinflusst. Hiermit
stellt GLUT1 ein potentielles innovatives Target dar und die GLUT1 Expression
konnte ferner als diagnostischer Marker dienen, die Progression dieses

hochmalignen Tumors vorherzusagen.

_ <:| Glukose
Induktion GLUT1 im HCC:
—— Proliferation
Migration
Aktivierte HSZ HCC Zelle Invasion

Abbildung 89. Eine verstarkte Expression des Glukosetransporters GLUT1 korreliert im HCC
mit vermehrter Proliferation, Migration und Invasion (1). Durch die Interaktion (<) von aktivierten
HSZ und HCC-Zellen kann eine verstarkte GLUT1 Expression im HCC induziert werden.

Nachfolgende Fragestellungen und Ziele, die sich aus der Identifizierung von

GLUT1 als protumorigener Faktor erqgeben
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Wie bereits fir andere Tumoren gezeigt, spielt der ,Warburg Effekt* eine wichtige
Rolle bei der Tumorprogression, indem trotz aerober Bedingungen grol3e
Energiemengen durch die anaerobe Glykolyse bereitgestellt werden (243).

Durch die verminderte Laktatproduktion nach GLUT1 Suppression in HCC-Zellen
konnte gezeigt werden, dass die aerobe Glykolyse von HCC-Zellen in Bezug auf
die Glukoseversorgung auch von GLUT1 abhangig ist.

Um die supprimierende Wirkung der GLUT1 siRNAs und somit den anti-
tumorigenen Effekt auch Uber einen langeren Zeitraum in vivo testen zu kdnnen,
sollen GLUT1 siRNA Expressionsplasmide generiert werden. Mit diesen
Expressionsplasmiden sollen HCC-Zellen stabil transfiziert und in Nacktmause
injiziert werden.

Ebenso sollen GLUT1 siRNA exprimierende Adenoviren generiert werden. Durch
eine Injektion der GLUT1 siRNA Adenoviren kann dann in Mausen nach
chemischer HCC-Induktion (244) der Einfluss von GLUT1 bei der

Hepatokanzerogenese untersucht werden.

5.5 Zusammenschau und gemeinsame Bewertung der erzielten

Ergebnisse

Die hepatische Fibrose ist durch die exzessive Produktion und Deposition
extrazellularer Matrix Komponenten charakterisiert. Die Aktivierung hepatischer
Sternzellen (HSZ) spielt die entscheidende Rolle bei der Leberfibrogenese. Eine
permanente Schadigung der Leber induziert die Aktivierung der HSZ bzw. halt
diese aufrecht, wodurch die Fibrose letztendlich zu einer Zirrhose fuhrt.
Vereinfacht kann dieser Prozess als eine gestorte Wundheilung betrachtet werden
und infolgedessen ist die Leberzirrhose der Hauptriskofaktor fur das

hepatozellulare Karzinom anzusehen ("Cancers are wounds that do not heal").

Das HCC st sowohl infiltriert als auch eingekapselt durch aktivierte
HSZ/Myofibroblasten. Das impliziert, dass aktivierte HSZ mit Karzinomzellen in
allen Abschnitten der HCC-Entstehung und -Progression in enger Nachbarschaft

assoziiert sind.
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Unsere Arbeit zeigt die Bedeutung von aktivierten HSZ flr die Tumorigenitat von
HCC-Zellen in vitro und in vivo. Es sind jedoch weitere detaillierte Untersuchungen
erforderlich, um den strukturellen und funktionellen Beitrag aktivierter HSZ zu
diesem Prozess weiter aufzuklaren.

Aktivierte HSZ stellen aufgrund ihrer zentralen Bedeutung sowohl bei der
Leberfibrosierung als auch bei der Hepatokanzerogenese ein sehr attraktives
therapeutisches Target dar.

Wichtig ist es dabei jedoch im Auge zu behalten, dass die Prozesse Leberfibrose
und -Kanzerogenese bzw. auch Leberregeneration und -entzindung zwar
grundsatzlich etwas zeitlich versetzt, aber nicht streng sequentiell, sondern in der
Folge zeitlich parallel stattfinden. Deswegen ist es immens wichtig bzw. eine
notwendige Voraussetzung, dass praventive oder therapeutische Strategien diese
Mechanismen gleichsinnig - im Sinne des Patienten positiv - beeinflussen bzw.
zumindest, wenn sie nur einen Mechanismus beeinflussen, die anderen nicht
tangieren oder gar verschlimmern. Es gibt mehrere Beispiele, dass dies nicht der
Fall ist und entsprechend potentielle therapeutische Ansatze bislang nicht zum
klinischen Einsatz kommen konnten. Eines der prominentesten ist TGF-. Dies ist
einer der potentesten bekannten profibrogenen Faktoren, auch in Bezug auf die
Leberfibrose. Trotz zahlreicher in vitro oder in Tiermodellen etablierter
Therapieansatze TGF-f und damit auch die Leberfibrosierung zu hemmen,
verbietet sich daher ein Einsatz bei Menschen, da auch gezeigt werden konnte,
dass genetisch manipulierte Mause, denen ein Rezeptor fir TGF-3 fehlt (TGF-8
Receptor Type Il defiziente Mause) bei hepatischer Schadigung vermehrt und

beschleunigt Lebertumoren bilden (245).

Vorarbeiten unserer und anderer Arbeitsgruppen weisen darauf hin, dass
KGF/FGF7 ein potentielles  Therapeutikum  darstellen  konnte, die
Leberregeneration zu fordern oder die Lipidakkumulation bei der nicht-
alkoholischen Lebererkrankung (NAFLD) zu hemmen. Die hier dargestellten
Ergebnisse, die zeigen, dass der einzige bislang identifizierte KGF Rezeptor
FGFR2-1lIb im HCC als Tumorsuppressor wirkt, sind eine wichtige und zentrale
Voraussetzung, um diesen therapeutischen Ansatz weiterzuverfolgen. Basierend
auf dem Wissen, dass (i) KGF im Verlauf der Leberfibrosierung de novo und

progredient gesteigert exprimiert wird und (ii) KGF im Modell der partiellen
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Hepatektomie und in vitro die Proliferation von Hepatozyten foérdert, hatte man
eher spekulieren konnen, dass KGF via FGFR2-Illb das HCC-Wachstum fordert,

wodurch sich ein potentieller therapeutischer Einsatz verboten hatte.

Hinsichtlich der Funktion des durch unsere Arbeitsgruppe identifizierten und
charakterisierten Proteins MIA2 lagen bislang keinerlei Informationen vor. Hier
konnten wir nun zeigen, dass MIA2 das HCC-Wachstum in vivo und in vitro
fordert. Interessanterweise induzieren aktiviete HSZ in geschadigtem
Lebergewebe jedoch die MIA2 Expression und in ersten, bislang
unveroffentlichten Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, konnten wir einen
inhibitorischen Effekt von MIA2 auf die Proliferation von aktivierten HSZ zeigen.
Basierend auf diesen Daten kann man spekulieren, dass uber MIA2 ein negativer
Feedback Mechanismus auf (die Proliferation von) aktivierte(n) HSZ ausgeubt wird
und sich das sekretierte Protein MIA2 in rekombinanter Form auch als potentielles
Therapeutikum fur Leberfibrosierung eignen konnte, was zudem auch noch die

HCC-Entstehung und -Progression hemmen wurde.

Bislang wurden v.a. Mechanismen diskutiert, wie aktivierte HSZ HCC-Zellen
beeinflussen bzw. ausgeschlossen werden konnte, dass sie dies direkt oder
indirekt via sekretierte Faktoren tun. Ein weiteres Beispiel im Zusammenhang mit
dem ,Warburg Effekt® sind hierbei auch unsere Ergebnisse, die zeigen, dass
aktivierte HSZ in vitro die Expression von mehreren Enzymen der Kaskade der
anaeroben Glykolyse induzieren. Dass GLUT1 im HCC in vitro die Tumorigenitat
von HCC-Zellen fordert und in vivo mit Proliferation und Invasivitat der HCC-Zellen
korreliert, unterstreicht die Bedeutung dieser HSZ-Wirkung auf HCC-Zellen.

Die Ergebnisse dieses Projektteils weisen jedoch auch auf die wechselseitige
Interaktion von aktivierten HSZ und HCC-Zellen hin, d.h. dass HCC-Zellen in
aktivierten HSZ die Expression prokanzerogener Faktoren fordern. So fanden wir
in HCC-Zellen im Vergleich zu primaren Hepatozyten eine via anaerobe Glykolyse
mediierte  deutlich gesteigerte Laktatproduktion. Ferner konnte unsere
Arbeitsgruppe in bislang unveroffentlichten Untersuchungen zeigen, dass Laktat in
aktivierten HSZ die MMP-1 und Hyaluronsaure Expression induziert.

MMP-1 spielt bei zahlreichen Tumoren eine wichtige Rolle bei der Metastasierung
(246-248). Im HCC wird MMP-1 quantitativ vorwiegend von aktivierten HSZ
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exprimiert und es konnte gezeigt werden, dass erhohte MMP-1 Spiegel mit einem
schlechteren Uberleben der HCC-Patienten korrelieren (249).

Wir konnten zudem zeigen, dass konditioniertes Medium von HCC-Zellen in vitro
die Proliferation und die Apoptoseresistenz von aktivierten HSZ fordert (250).
Basierend auf der Annahme, dass aktivierte HSZ protumorigene Faktoren
sezernieren, sind HCC-Zellen somit auch durch die Steigerung der Anzahl

aktivierter HSZ in der Lage ihre Tumorigenitat (indirekt) zu steigern.

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit wesentlich neue Erkenntnisse zur
Bedeutung von aktivierten HSZ fur die HCC-Entstehung und -Progression
gewonnen werden. Ferner gelang es sowohl das spezifisch in der Leber
exprimierte Protein MIA2, als auch den FGF-Rezeptor FGFR2-lllb als
Tumorsuppressoren im HCC zu identifizieren, wodurch sich wichtige
Konsequenzen hinsichtlich der therapeutischen Anwendung von MIA2 bzw. KGF,
das FGFR2-lllb als exklusiven Rezeptor benutzt, ergeben. Der Transporter
GLUT1 wurde dagegen als Promotor fur das HCC-Wachstum und Invasivitat
identifiziert. Dies und weitere Ergebnisse konnten zudem erste Hinweise auf die
Bedeutung des ,Warburg Effektes“ beim HCC liefern und weitere Mechanismen
der wechselseitigen Interaktion zwischen aktivieten HSZ und HCC-Zellen
aufzeigen. Insgesamt ergeben sich hieraus wertvolle Hinweise auf innovative

therapeutische und diagnostische Ansatze flr diesen hochmalignen Tumor.
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