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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) sind sowohl an der Regulation zahlreicher Stoff-
wechselvorgange als auch an der Entwicklung verschiedener Tumore wesentlich beteiligt. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die spezifische Rolle ausgewahlter BMPs in der
Aufrechterhaltung der Eisenhomdostase, sowie in der Entstehung und Progression des
hepatozellularen Karzioms (HCCs) eingehend untersucht. So konnte in den durchgefiihrten
Expressionsanalysen erstmals gezeigt werden, dass BMP4 in vitro in HCC-Zelllinien und in
vivo in tumordsen Lebergeweben verstarkt exprimiert wird. Computer-basierte Analysen des
bmp4 Promotors wiesen auf potentielle Bindestellen fir die Transkriptionsfaktoren HIF-1a
und Ets-1 hin. Da das hepatozellulare Karzinom ein hypoxisches Gewebe darstellt, wurde
eine potentielle HIF-1 abhangige Induktion der BMP4 Expression im Detail analysiert. Dabei
konnte zwar eine Steigerung der BMP4 Expression unter hypoxischen Bedingungen
detektiert, jedoch keine direkte Bindung von HIF-1a an den Promotorbereich von bmp4
nachgewiesen werden. Vielmehr konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor Ets-1
im HCC in Abhangigkeit vom vorherrschenden Sauerstoff-gehalt reguliert wird und dadurch
unter hypoxischen Bedingungen die HIF-abhangige Induktion der BMP4 Expression ver-
mittelt. Funktionelle Studien ergaben, dass die im HCC nachgewiesene Uberexpression von
BMP4 entscheidend die Progression des Karzinoms férdert. Zum einen begtinstigt BMP4 die
Migration, die Invasion sowie das Matrix-unabhangige Wachstumsverhalten der malignen
Zellen (autokriner Effekt), zum anderen gewahrleistet der hohe BMP4 Spiegel auch eine
verbesserte Gefaldversorgung des Tumors, da die Vaskularisierung geférdert wird
(parakriner Effekt).

Zwar wurde in der Literatur bislang fir mehrere Mitglieder der BMP-Familie auch eine
Beteiligung an der Regulation des Eisenstoffwechsels in vitro beschrieben, doch konnte in
der vorliegenden Arbeit erstmals BMP6 als der Hauptregulator der Hepcidin Expression in
vivo identifiziert werden. Weitere Analysen ergaben, dass BMP6 nicht wie vermutet in der
Leber, sondern in den Enterozyten des Dinndarms in Abhangigkeit vom Eisenspiegel
exprimiert wird. Dadurch konnte ein komplexes System zur Aufrechterhaltung der
Eisenhomoostase im Detail charakterisiert werden, in welchem BMP6 als Eisensensor im
Dinndarm fungiert. Das bedeutet, bei hohen Eisenspiegeln wird BMP6 dort gezielt
exprimiert, um anschlieBend in der Leber die Induktion der Hepcidin Expression zu vermitteln
und so die Eisenaufnahme bzw. -freisetzung zu limitieren.

Weitere Untersuchungen zeigten, dass BMP6 in Analogie zu BMP4 im HCC verstarkt
exprimiert wird. Uberraschenderweise konnte jedoch bei einer Analyse der Hepcidin-Spiegel
im HCC trotz der verstarkten BMP Expression keine Induktion, sondern vielmehr eine

Reduktion der Hepcidin Expression detektiert werden. Expressionsanalysen der BMP6
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spezifischen Rezeptoruntereinheit Alk2 zeigten, dass diese im HCC kaum exprimiert wird.
Deshalb ist BMP6 nicht in der Lage, die Hepcidin Expression im HCC zu induzieren bzw. zu
modulieren. BMP4, welches auch in vitro als Modulator des Eisenstoffwechsels beschrieben
wurde, konnte in HCC-Zelllinien im Vergleich zur physiologischen Situation keine starke
Induktion der Hepcidin Expression bewirken. Die Suche nach einem zwischengeschalteten
Molekul, welches potentiell fir die fehlende Vermittiung der BMP induzierten Effekte
verantwortlich sein kdnnte, ergab, dass der BMP Ko-Rezeptor Hamojuvelin (HJV, RGMc) im
HCC nur sehr schwach exprimiert wird. Es konnte gezeigt werden, dass es aufgrund des
Verlusts von HJV im HCC, trotz der in diesem Gewebe vorliegenden verstarkten BMP
Expression, nicht zu einer Induktion der Hepcidin Expression und somit auch nicht zu einer
verstarkten Eisenaufnahme bei HCC-Patienten kommt. Als Ursache der geringen HJV
Expression wiesen erste Untersuchungen auf eine verstarkte Destabilisierung des HJV
Transkriptes in HCC-Zellen hin, was in zukilinftigen Untersuchungen bestatigt werden muss.
Zusammenfassend stellen diese molekularen Veranderungen einen entscheidenden
Mechanismus im Eisenstoffwechsel dar, durch welchen HCC Patienten mit erhéhten BMP
Expressionspiegeln vor dem Auftreten ernsthafter Veranderungen des Eisenstoffwechsels
geschutzt werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte somit zum einen gezeigt werden, dass Bone
Morphogenetic Proteins im Allgemeinen bzw. BMP4 im Speziellen entscheidend die
Progression des hepatozellularen Karzinoms fordern und folglich einen interessanten
therapeutischen Angriffspunkt zur Behandlung des HCCs darstellen. Zum anderen spielen
sie aber auch in physiologischen Prozessen der Leber eine wesentliche Rolle, denn sie
tragen durch die Regulation der Hepcidin Expression zur Aufrechterhaltung der Eisen-

homoostase bei.



1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Leber

1.1.1 Aufbau der Leber

Die Leber ist mit 1.500 bis 2.000 Gramm das grofte der parenchymalen Organe des
menschlichen Organismus. Sie ist im rechten Oberbauch lokalisiert und besteht
makroskopisch aus einem kleinen linken Leberlappen (Lobus sinister) und einem grofen
rechten Leberlappen (Lobus dexter; siehe Abbildung 1-1). Dabei sind zwei weitere
Leberlappen, der quadratische Lappen (Lobus quadratus) und der geschwanzte Lappen
(Lobus caudatus) aufgrund ihrer Gefallversorgung als Bestandteile des linken Leberlappens
anzusehen. Die Leber wird von einer bindegewebsartigen Schicht (Glisson Kapsel) sowie
vom Bauchfell (Peritoneum) umhillt, welche beide sensible Nervenfasern enthalten. Die
Blutversorgung der Leber erfolgt zum einen durch nahrstoffreiches, vendses Blut Uber die
Pfortader der Leber (Vena portae). Zum anderen durch sauerstoffreiches Blut Uber die
hepatische Arterie (Arteria hepatica). Beide Gefalle treten an der Leberpforte (Porta hepatis)
in die Leber ein und verzweigen sich in den mikrovaskuldren Gefalken der Leberlappen
(Sinusoide). Der Blutstrom verlasst die Leber Uber die Lebervene (Vena hepatica) in die

untere Hohlvene (Vena cava inferior).

Untere Hohlvene
Linker Leberlappen

Lebersinusoid

G N Leberzelle
Rechter : ("<

Leberlappen : v — \‘\‘ Leberpfortader
|

Leberbéander

8% Leberarterie
¥— Gallengang
Zentralvene

Glissonsches Trias
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Leberarterie

Leberpfortader

Bauchspeicheldriise
Zwolffingerdarm

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung des Aufbaus der Leber (modifiziert nach der
Abbildung der Wissen Media Verlag GmbH, Munchen).

Mikroskopisch kann eine Aufteilung der Leber in acht Segmente erfolgen. Jedes dieser

Segmente setzt sich aus vielen winzigen, 1-2 mm grof3en Leberlappchen (Lobuli hepatis)
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zusammen, welche hauptsachlich aus Hepatozyten bestehen. An den Eckpunkten
benachbarter Segmente liegen die Portalfelder (Glissonsches Dreieck), in denen jeweils ein
Ast der Leberarterie (Arteria interlobularis), der Pfortader (Vena interlobularis) sowie ein
Gallengang (Ductus biliferus) verlaufen. Zwischen den Leberzellen befinden sich die
erweiterten Kapillaren der Leber (Sinusoide), welche mit einem diskontinuierlichen Endothel
(sinusoidale Endothelzellen) ausgekleidet sind. Durch sie erfolgt der Bluttransport in
Richtung Zentrum der Lobuli, wo der Blutstrom in die Zentralvene mindet.

Im Lumen der hepatischen Sinusoiden befinden sich residente Makrophagen, die
sogenannten Kupffer Zellen, welche apoptotische Zellen und Mikroorganismen phago-
zytieren kénnen und anschlielend proinflammatorische Zytokine freisetzen. Weiterhin ist
zwischen den Endothelzellen der Lebersinusoide und den Leberzellen selbst der sogenannte
Disse’sche Raum lokalisiert, in dem sich hepatischen Sternzellen (HSZ) befinden (siehe
Abbildung 1-2). Letztere dienen der Retinoid- und Fettspeicherung und sind des Weiteren fiir
die Synthese der extrazellularen Matrix verantwortlich (Blouin et al. 1977, Geerts 2001).
Sowohl die sinusoidalen Endothelzellen als auch die Kupffer- und hepatischen Sternzellen
zahlen zu den Nicht-Parenchymzellen der Leber und machen dabei ca. 6 Volumenprozent
dieses Organs aus, wahrend die Parenchymzellen (Hepatozyten) mit 94 Volumenprozent

den Hauptzelltyp der Leber darstellen.

Hepatozyten

Hepatische Sternzellen

Sinusoidale Endothelzellen

Kupfferzellen

Sinusoidales-Lumen

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung der Zelltypen in der Leber (modifiziert nach
Bataller und Brenner 2005).

1.1.2 Funktion der Leber

Als zentrales Stoffwechselorgan des menschlichen Organismus ist die Leber fur die
Produktion lebenswichtiger Eiweil3stoffe, die Verwertung von Kohlenhydraten bzw. Fetten,
die Gallensaureproduktion und somit fur den Abbau sowie die Ausscheidung von
Stoffwechselprodukten verantwortlich. Dabei spielt die Leber besonders im Kohlenhydrat-

stoffwechsel eine wichtige Rolle, da sie in Abhangigkeit von der vorliegenden Konzentration
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der Hormone Insulin bzw. Glukagon den Blutglukosespiegel unabhangig von der Nahrungs-
mittelzufuhr konstant halten kann. Durch Glykogenese ist sie in der Lage, bei einem
erhdhten Blutglukosespiegel Glukose in Glykogen (ein Polymer der Glukose als Speicher-
form) umzuwandeln und im Bedarfsfall durch Glykogenolyse (den Abbau von Glykogen in
Glukose Monomere) die dann bendtigte Glukose wieder freizusetzen.

Weiterhin ist die Leber durch die Bildung von Albumin, Globulin und Blutgerinnungsfaktoren
(z.B. Fibrinogen, Prothrombin) am EiweiBstoffwechsel beteiligt. Im Fettstoffwechsel tragt
die Leber zum Aufbau koérpereigener Fette aus Fettsduren und Glukose (Lipogenese) und
umgekehrt zur Freisetzung letzterer bei (Lipolyse). Des Weiteren ist sie in der Lage
Cholesterol sowie die daraus abgeleiteten Gallensduren zu synthetisieren. Auch im
Eisenstoffwechsel spielt die Leber eine zentrale Rolle. So kann durch die Regulation der
Hepcidin Expression in der Leber die Eisenaufnahme moduliert und so die Aufrechterhaltung
der Eisenhomdostase gewahrleistet werden. Eine detaillierte Beschreibung dieser
Zusammenhange erfolgt in Kapitel 1.5.

Eine der wichtigsten Aufgaben der Leber ist die Entgiftung von endo- und exogenen
Giftstoffen, welche metabolisiert werden, um Uber die Galle oder in wasserloslicher Form
Uber die Nieren ausgeschieden zu werden. Auch das beim Aminosaureabbau entstehende
Ammoniak kann Uber den Harnstoffzyklus der Leber detoxifiziert werden. Neben diesen in
Ubersicht aufgefiinrten Funktionen, ist die Leber an vielen weiteren physiologischen
Mechanismen (wie zum Beispiel der Regulation des Vitamin- und Spurenelement-
stoffwechsels) beteiligt, auf welche an dieser Stelle aber nicht ndher eingegangen werden
soll.

Die Leber besitzt im Vergleich zu anderen Organen des Koérpers eine sehr hohe Fahigkeit
zur Regeneration, wobei diese infolge krankhafter Veranderungen stark limitiert sein kann.
Zu den haufigsten Ursachen fiir eine verminderte Regenerationsfahigkeit zahlt die
Zerstérung des funktionellen Lebergewebes aufgrund einer Leberzirrhose. Letztere
wiederum kann im fortgeschrittenen Stadium zur Entwicklung eines hepatozellularen

Karzinoms fiihren, welches im Folgenden naher beschrieben wird.

1.2 Das hepatozellulare Karzinom (HCC)

1.2.1 Epidemiologie

Das hepatozellulare Karzinom ist ein hochmaligner Tumor, welcher sich ausgehend von
entarteten Hepatozyten entwickelt. Mit mehr als 500.000 Todesfallen jahrlich ist das HCC die
dritthdufigste tumorassoziierte Todesursache weltweit und stellt die finfthaufigste Krebs-

erkrankung dar. Dabei differiert die geographische Ausbreitung stark (Parkin et al. 2004,
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Semela und Heim 2006). Die hochsten Inzidenzen mit 100 Neuerkrankungen pro 100.000
Individuen kdénnen besonders in Entwicklungslandern, wie in Teilen Afrikas und Asiens
verzeichnet werden, wohingegen in den westlichen Nationen nur etwa 10 von 100.000
Menschen pro Jahr an einem HCC erkranken (Parkin et al. 2005, Blum 2005). Jedoch
konnte neuesten Studien zufolge besonders in den westlichen Nationen ein fortwahrender
Anstieg der Inzidenzen festgestellt werden (Kubicka et al. 2000, EI-Serag 2004). Dies wird
zum einen der zunehmenden Haufigkeit von Hepatitis C Infektionen in diesen Landern
zugeschrieben, zum anderen aber auch der immer haufiger auftretenden nichtalkoholischen
Steatohepatitis (NASH) als Folge von Ubergewicht und Diabetes mellitus (Calle et al. 2005,
Lau und Lai 2008, Siegel und Zhu 2009).

Wahrend das durchschnittliche Alter an einem HCC zu erkranken zwischen 35 bis 65 Jahren
liegt, tritt die Erkrankung in Regionen mit einer hohen Pravalenz (Asien, Afrika) ernahrungs-
bedingt bzw. aufgrund viraler Erkrankungen (siehe 1.2.2) meist schon friiher auf (Meier und
Ramadori 2009). Stets sind dabei Manner wesentlich starker betroffen, da sie zwei- bis

viermal haufiger erkranken als Frauen (Meier und Ramadori 2009).

1.2.2 Atiologie und Pathogenese

Die Hepatokarzinogenese verlauft, wie in Abbildung 1-3 dargestellt Gber einen mehrstufigen
Prozess, welcher mit einer chronischen Inflammation beginnt, in deren Verlauf immun-
modulierende Substanzen (Interleukine, Interferone, Tumornekrosefaktor alpha), Proteasen
und Wachstumsfaktoren freigesetzt werden (Coleman 2003, Farazi und DePinho 2006). Dies
fihrt zum einen zur Destruktion des Lebergewebes und zum anderen zu einer
kompensatorischen Proliferation der Zellen des Parenchyms. Dabei transdifferenzieren die
ruhenden hepatischen Sternzellen (ruhende Fibroblasten) zu einem aktivierten und
Myofibroblasten-ahnlichen Phanotyp. In den parenchymalen Umbauprozessen fordern die
aktivierten hepatischen Sternzellen durch die Synthese von extrazellularen Matrixproteinen
(Kollagen Typ | und Typ lll, Fibronektin) die Leberfibrosierung bzw. die Entstehung einer
Leberzirrhose (Thomas und Abbruzzese 2005). Durch weitere Schadigungen, wie
genetischen Alterationen kommt es zu einer unkontrollierten, GberschielRenden Proliferation
der Hepatozyten und somit zur Ausbildung hyperplastischer bzw. dysplastischer Regenerat-
knoten, aus welchen sich als Vorstufe des HCCs atypische, monoklonale Zellnester
entwickeln konnen. Die maligne Transformation der Zellnester wird dabei sowohl durch
genetische (Allelverlust, Mikrosatelliteninstabilitat, Telomerase-Aktivierung) als auch durch
epigenetische Veranderungen (DNA-Methylierung, Histondeacetylierungen) in den Zellen
beglnstigt. Diese Veranderungen fihren zur Aktivierung von Protoonkogenen (Rezeptor-

tyrosinkinasen (EGF, HGF-, VEGF-Rezeptor), c-myc) sowie zur Inhibierung von
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Tumorsuppressorgenen (p53, Zykline, zyklin-abhangige Kinasen, E-Cadherin) (Worns et al.
2007).

Mehr als 80% der hepatozelluldren Karzinome entstehen infolge einer Leberzirrhose (Blum
und Spangenberg 2007). Zu den Hauptrisikofaktoren zahlen dabei vor allem chronische
Infektionen mit dem Hepatitis B (HBV) bzw. Hepatitis C (HCV) Virus sowie chronischer
Alkoholabusus und nichtalkoholische Steatohepatitis (Hellerbrand et al. 2002, Parkin et al.
2005, El-Serag und Rudolph 2007). Doch auch weitere Lebererkrankungen kénnen
ursachlich an der Entstehung eines HCCs beteiligt sein. Vor allem angeborene Stoffwechsel-
erkrankungen (Hamochromatose (siehe 1.5.3), Morbus Wilson, Alpha-1-Antitrypsinmangel),
Autoimmun-Hepatiden und primare biliare Erkrankungen (bilidare Zirrhose, sklerosierende
Cholangitis) kénnen zu einer malignen Transformation der Hepatozyten flhren.
Intoxikationen mit dem Aflatoxin des Schimmelpilzes Aspergillus fumigatus sind ebenfalls
potentiell karzinogen, jedoch spielt diese Ursache klimabedingt eher eine Rolle in Afrika und
Asien (Allgaier 2002, EI-Serag und Rudolph 2007).

Das Risko an einen HCC zu erkranken hangt dabei immer von der Dauer, Aktivitdt und
Atiologie der vorliegenden Erkrankung ab, wobei das gleichzeitige Auftreten mehrerer
Faktoren die Entstehung eines HCCs fordert (Blum und Hopt 2003).

HBV/HCV

Diabetes Alkohol

Ul

\" -»: “”»6.» »‘y

Normale Chronische

Hepatozyten Hepatitis Zirrhose Hepatozelluldres Karzinom
- Inflammation Dysplastische Klonale
Aflatoxine Lision Selektion

Abbildung 1-3: Schematische Darstellung der Hepatokarzinogenese infolge einer
Inflammation (modifiziert nach Levrero 2006). HBV/HCV: Hepatitis B bzw. C Virus

Neben der chronischen Inflammation existieren allerdings noch weitere pathogene
Mechanismen, die eine HCC Entstehung auch in der nichtzirrhotischen Leber beglnstigen.
Besonders bei Hepatitis B und C Erkrankungen kann durch die Integration des Virus ins
Wirtsgenom beispielsweise die apoptotische Wirkung des Tumorsuppressorproteins p53
aufgehoben werden bzw. eine direkte Beeinflussung intrazellularer Signalwege stattfinden
(vor allem Ras/Raf/Erk1/2-MAP-Kinase Signalweg) (Worns et al. 2007). Da genetische
Veranderungen in unterschiedlicher Haufigkeit und in verschiedenen Stadien der HCC-

Erkrankung auftreten, blieben bislang die exakten molekularen Mechanismen und deren
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Assoziation mit der Atiologie und dem HCC-Phéanotyp noch weitestgehend ungeklart (Worns
et al. 2007).

1.2.3 Klassifikation (Staging und Grading)

Makroskopisch erscheint das HCC als knotiger, infiltrativer oder diffuser, die Leber durch-
setzender Tumor. Seine Ausbreitung erfolgt hauptsachlich durch infiltratives Wachstum in die
Portal- und Lebervenenéaste, seltener erfolgt eine Metastasierung in die regionalen
Lymphknoten. Zur Klassifikation der Anzahl, GréRe und Lage der Tumorknoten sowie der
erfolgten Metastasierung des HCCs und der vorliegenden Leberfunktion werden
verschiedene Staging-Systeme verwendet. Die wichtigsten davon sollen im Folgenden kurz
charakterisiert werden.

Das meist genutzte Klassifikationssystem ist die TNM-Einteilung (durch die Internationale
Vereingung gegen Krebs, kurz ,UICC*, im Jahre 2002 modifiziert), wobei die Ausdehnung
des Tumors sowie vorhandene Lymphknotenmetastasen (,Nodes®) und Fern-Metastasen
erfasst werden (Sobin und Wittekind 2002; siehe Tabelle 1-1).

Stadium | Klassifikationskriterien

T1 Solitarer Tumor ohne GefaRlinvasion

T2 Solitarer Tumor mit Geféallinvasion
Multipel, < 5cm

T3 Multipel, > 5cm

Infiltration eines groReren Pfortader- oder Lebervenenastes

T4 Invasion angrenzender Organe (ohne Gallenblase)
Perforation des viszeralen Peritoneums

NX Regionale Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

N1 Regionale Lymphknotenmetastasen

MX Keine Beurteilung der Fernmetastasierung maéglich
MO Keine Fernmetastasierung

M1 Fernmetastasierung

Tabelle 1-1: TNM Klassifikation primérer hepatozellularer Karzinome (Stand 2002).
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Allerdings besitzt dieses System nur eine geringe prognostische Aussagekraft und umfasst
zu wenige Kriterien fur die Therapiewahl, da keine Parameter zur Charakterisierung der
Leberfunktion enthalten sind. Im Gegensatz dazu gibt die Einteilung nach Okuda und
Mitarbeitern Auskunft Uber das Ausmall des Leberbefalls und als erstes Staging-System
zusatzlich Uber die funktionellen Parameter der Leber (Okuda et al. 1985). Dadurch kénnen
auch Patienten im fortgeschrittenen Stadium entsprechend der resultierenden Prognose
therapiert werden. Aussagekraftiger als die Okuda-Klassifikation zeigte sich noch das Clip-
Score System (,Cancer of the Liver ltalian Program®; Farinati et al. 2000), welches eine
Einteilung der einhergehenden Zirrhose nach dem Schweregrad der Symptome (,Child-Pugh
stage®) ermdglicht und Auskunft Uber die Tumor-Morpholgie und -Ausdehnung sowie
Portalvenenthrombosen und Serum Alfa-Fetoprotein (AFP) Spiegel beinhaltet. Allerdings ist
die prognostische Aussagekraft in sehr frihen Phasen der Tumorigenese eher als gering
anzusehen (Kudo et al. 2003).

Die BCLC-Klassifikation (,Barcelona Clinic Liver Cancer; Lovet et al. 1999) bezieht neben
dem Tumorstadium und der Leberfunktion auch den Koérperstatus sowie tumorassoziierte
Krankheiten mit ein, so dass aus dem Tumorstadium die entsprechenden Therapie
abgeleitet werden kann (El-Serag et al. 2008).

Obwohl das BCLC-Staging System als klassisches Modell zur Therapieplanung angewendet
wird (Llovet et al. 2003), gibt es aufgrund der Komplexitdt des HCCs bislang noch kein
universelles, einheitlich angewandtes Staging-System zur Klassifikation dieses Tumors.
Vielmehr finden die hier aufgezeigten Systeme nebeneinander Anwendung (Meier und
Ramadori 2009).

Zusatzlich zum Staging-System kann der histologische Differenzierungsgrad der Tumor-
zellen, dass heifl3t das Ausmal in dem sie sich von den urspringlichen normalen Zellen in
ihrem Aussehen entfernt haben, mit dem Grading-System ermittelt werden. Dieses ist sehr
wichtig, da der Differenzierungsgrad mit der Aggressivitat des Tumors korreliert und so eine
Beurteilung der Prognose erlaubt. Normalerweise zeigen hochdifferenzierte Tumore einen
wesentlich glnstigeren Verlauf als anaplastisches Gewebe. Wichtige Bestimmungs-
parameter sind dabei die Grofle und Form der Kerne der Zellen, deren Teilungsaktivitat
sowie die Ahnlichkeit mit dem normalen Zellen. Urspriinglich wurde dieses System von
Edmondson und Steiner 1954 publiziert, wobei der Differenzierungsstatus in 4 Grade
unterteilt wurde. Die aktuellere WHO (,World Health Organization“)-Klassifikation sieht
allerdings eine Unterteilung in 3 Grade vor (Hamilton und Aaltonen 2000). Der Grad 1
beschreibt dabei hochdifferenzierte Tumorzellen, welche noch ahnlich zu normalen Zellen

sind, wohingegen Grad 2 und 3 mafig bis gering differenzierte Tumorzellen umfasst.
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1.2.4 Therapie und Prognose

Die Prognose fir HCC Patienten ist oft sehr schlecht, da das Karzinom aufgrund eines
langen symptomlosen Verlaufs meist erst spat diagnostiziert wird (Blum 2003). Ohne eine
gezielte Behandlung betragt die mittlere Uberlebszeit je nach Stadium des Tumors unter 9
Monaten (Meier und Ramadori 2009). Nur Patienten im Friihstadium mit einer guten
verbleibenden Leberfunktion und ,kleinem HCC* (solitare Tumore mit einem Durchmesser
kleiner 5 cm oder maximal 3 HCC-Herde mit einem Durchmesser kleiner 3 cm) haben durch
die vollstdndige Entfernung oder Zerstérung des Tumors eine Chance auf rezidivfreie
Heilung (Bruix und Sherman 2005). Als kurative Therapie der Wahl galt lange Zeit die
Leberresektion. Jedoch ist bei bestehender Leberzirrhose das Risiko eines postoperativen
Leberversagens hierbei sehr hoch, weiterhin ist das Auftreten eines HCC-Rezidivs
wahrscheinlich (Blum 2005, Stattner et al. 2009). Somit stellt fir Patienten mit einer
ausgepragten Leberzirrhose und einem ,kleinen HCC* die Lebertransplantation die bessere
Option dar, wobei auch hier die Gefahr einer Neoplasie und Infektion durch die lebenslange
Immunsuppression gegeben ist (Mazzaferro et al. 1996, El-Serag et al. 2008). Weiterhin
stehen fur Patienten, welche aufgrund einer fortgeschrittenen Leberzirrhose sowie eines
schlechten Allgemeinzustands inoperabel sind, ablative Therapieverfahren zur Verfigung
(perkutane Ethanolinjektion (PEI), Radiofrequenz-ablation sowie Kryochirugie).

Bei Vorliegen eines intermediaren Stadiums des HCCs sollte eine Behandlung durch
transarterielle  Chemoembolisation (lokale Applikation eines Chemotherapeutikums und
Hemmung der GefaRversorgung des Tumors) erfolgen, da die Uberlebenszeit durch eine
verzogerte Tumorprogression verlangert werden kann. Dies ist bei konventionellen
Therapien wie der systemischen Chemotherapie, der Radiotherapie sowie der Interferon-
oder Tamoxifengabe nicht der Fall (Semela und Heim 2006, Semela und Heim 2008, El-
Serag et al. 2008).

Bislang konnte nur bei Patienten mit fortgeschrittenem HCC eine Therapieverbesserung
erzielt werden. Der zugelassene Wirkstoff Sorafenib (Nexavar®; 2007; Bayer Schering
Pharma AG), ein Multikinase-Inhibitor, kann sowohl eine verminderte Zellteilung und
Proliferation infolge der Raf-Kinase (Raf/MEK/ERK-Signalkaskade) Inhibierung bewirken als
auch die Angiogenese des Tumors durch die Inhibierung mehrerer Tyrosinkinasen (VEGF-
Signalweg) hemmen (Wilhelm et al. 2006). In der SHARP-Studie (,Sorafenib HCC
Assessment Randomized Protocol“) konnte durch Behandlung von HCC Patienten mit
Sorafenib eine signifikante Verlangerung der medianen Uberlebenszeit auf 10.7 Monaten
gegenlber 7.9 Monaten in der Placebogruppe erzielt werden (Zhu 2008, Stattner et al.
2009).
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1.3  Hypoxie und der Transkriptionsfaktor HIF-1 (,,hypoxia-inducible factor®)

Eine grundlegende Voraussetzung fiir das Uberleben des menschlichen Organismus ist die
Versorgung der Gewebe bzw. Organe mit molekularem Sauerstoff (O,). Die wichtigste
Funktion kommt Sauerstoff dabei als terminalem Elektronenakzeptor in der Atmungskette,
welche der Energiegewinnung dient, zu.

Kommt es zu einer verminderten Sauerstoffversorgung, das heil3t Gbersteigt der Bedarf an
Sauerstoff das Sauerstoffangebot (Hypoxie), wird eine Vielzahl adaptiver Prozesse initiiert.
So kommt es durch die Aktivierung spezifischer Gene (z.B. vegf, epo), welche unter der
Kontrolle des Transkriptionsfaktors HIF (,hypoxia-inducible factor) stehen, sowohl auf
zellularer (z.B. gesteigerte Glykolyse) als auch auf lokaler (z.B. Angiogenese) und sys-
temischer (z.B. Erythropoese) Ebene zur Anpassung des Organismus an die Unter-
versorgung mit Sauerstoff (Heinicke et al. 2002).

Seit langem ist bekannt, dass ein Sauerstoffmangel, welcher zum Beispiel durch eine
Anamie verursacht wird, zu einer gesteigerten Bildung von Erythropoetin (EPO) fuhrt
(Erslev et al. 1987). Erythropoetin ist ein vornehmlich in den Nieren produziertes Hormon,
welches fur die Bildung von Erythrozyten (Erythropoese) verantwortlich ist und so eine
verbesserte Sauerstoffversorgung gewahrleistet. Allerdings konnte erst wesentlich spater ein
spezifischer regulatorischer Bereich im epo Gen gefunden werden (Enhancer Element), was
letztlich zur Identifikation des Hypoxie-induzierbaren Faktors 1 (HIF-1) flihrte (Semenza und
Wang 1992). Hierbei konnte nach hypoxischer Stimulation der Hepatom-Zelllinie Hep3B eine
Bindung des besagten Faktors an das Enhancer Element im epo Gen festgestellt werden.
Weitere Untersuchungen zeigten, dass HIF nicht nur eine Rolle bei der Regulation von EPO
spielt, sondern dass die Induktion von HIF und die daraus resultierende spezifische
Aktivierung der korrespondierenden Zielgene einen generellen adaptiven Mechanismus als
Antwort auf vorherrschende, hypoxische Bedingungen darstellt (Wang und Semenza 1993,
Maxwell et al. 1993).

1.3.1 Der Transkriptionsfaktor HIF-1

HIF-1 ist ein heterodimeres Protein, welches sich aus einer a-Untereinheit (120 kDa) und
einer B-Untereinheit (91 kDa) zusammensetzt (Wang et al. 1995). HIF-13, welches
urspriinglich als Dimerisierungspartner des Dioxin-Rezeptors isoliert wurde und daher auch
den Namen ,Aryl-Hydrocarbon-Receptor Nuclear Translocator” (ARNT) tragt, wird konstitutiv
im Kern exprimiert und nicht durch den Sauerstoffgehalt beeinflusst (Lisy und Peet 2008). Im
Gegensatz dazu wird HIF-1a zwar ebenfalls konstitutiv synthetisiert, jedoch wird es unter

normoxischen Bedingungen innerhalb weniger Minuten degradiert. Nur unter hypoxischen
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Bedingungen kommt es zur Stabilisierung von HIF-1a, welches daraufhin in den Zellkern
translozieren kann und dort die Regulation der zugehérigen Zielgene vermittelt (Semenza
2001, Fandrey et al. 2007; Abbildung1-5).

Bei den HIF a-Untereinheiten kénnen mehrere Homologe (HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a)
unterschieden werden. HIF-1a und HIF-2a (EPAS1) weisen die hdchste Struktur-Homologie
auf und koénnen in ahnlicher Weise durch Hypoxie reguliert werden (Wenger 2002). Jedoch
erfolgt die Expression von HIF-2a nur in einer kleinen Anzahl definierter Gewebe, so dass
HIF-1a, welches nicht gewebsspezifisch exprimiert wird, der wesentlich wichtigere Faktor ist
(Park et al. 2003). HIF-3a besitzt im Gegensatz zu HIF-1a und HIF-2a keine transkriptionelle
Aktivierungsdomane und hat durch die Bindung an HIF-1a einen inhibitorischen Effekt auf
die Hypoxie-induzierte Genexpression (Gu et al. 1998, Makino et al. 2002, Weidemann und
Johnson 2008, Rankin und Giaccia 2008).

Die besondere Bedeutung der HIF-1a Isoform konnte durch Untersuchungen an
embryonalen HIF-1a Knockout Mausen demonstriert werden. Diese zeigen gravierende
Herz- und Hirnmissbildungen sowie ein defektes Blutgefalisystem, so dass sie nicht
lebensfahig sind (lyer et al. 1998, Ryan et al. 1998). HIF-1a ist somit offensichtlich ein
lebenswichtiger Faktor, dessen Verlust nicht durch die Expression von HIF-2a und HIF-3a
kompensiert werden kann (Heinicke et al. 2002).

Der Transkriptionsfaktor HIF-1, bestehend aus einer HIF-1a und einer HIF-13 Untereinheit,
ist ein Mitglied der bHLH/PAS Proteinfamilie. Wie in Abbildung 1-4 graphisch dargestellt,
besteht die N-terminale Halfte des Proteins aus einer basischen (b)-Domane, gefolgt von der
Helix-Loop-Helix (HLH)-Domane und zwei sogenannten Per-ARNT-SIM (PAS)-Domanen.
Die PAS Doméane wurde nach den ersten drei Proteinen benannt, in welchen sie entdeckt
wurde (PER ,Drosophila Protein Period“, ARNT, SIM ,single minded®). Sie ist fir die DNA
Bindung an die HIF-1a spezifische Erkennungssequenz eines Zielgens erforderlich.
Dagegen ist die bHLH Domane fur die Dimerisierung von HIF-1a mit HIF-18 verantwortlich
(Wang et al. 1995, Jiang et al. 1996). Weiterhin erfolgen (ber Transaktivierungsdomanen
(TAD) Interaktionen mit den entsprechenden Ko-Faktoren (wie CBP oder p300), wobei HIF-
1a zwei TADs besitzt (N- und C-terminale), wahrend HIF-1B nur eine Transaktivierungs-
domane enthalt. Der C-terminale Bereich von HIF-1a bestimmt neben der transkriptionellen
Aktivitat auch die Sauerstoff-abhangige Stabilitdit des Molekuls. Hierzu besitzt HIF-1a
zusatzlich zwei ODD-Domanen (,oxygen dependent degradation domain®), welche die
Proteinstabilitat in Abhangigkeit von der umgebenden Sauerstoffkonzentration vermittelt
(Jiang et al. 1997, Ivan et al. 2001, Jaakkola et al. 2001).

-12-



1. Einleitung

Hydroxylierungsstellen

Pro L—’m Asn
NODDD CO@D

HIF-1a | f A B

bHLH PAS N-TAD C-TAD

Tr—

HIF-1 A B [

‘ : | i

L ] L ]

bHLH PAS TAD

Abbildung 1-4: Schematische Darstellung der Struktur von HIF-1a und HIF-1B (nach
Schofield und Ratcliffe 2004 modifiziert).

1.3.2 Regulation von HIF-1a unter Normoxie bzw. Hypoxie

Die Regulation der Stabilitdt von HIF-1a wird durch posttranslationale Modifikationen, wie
Hydroxylierungen, Acetylierungen, Ubiquitinierungen (zum proteasomalen Abbau) und Phos-
phorylierungen (zur Stabilisierung von HIF-1a) vermittelt (Ke et al. 2006). Wie bereits
erwahnt, wird HIF-1a konstitutiv exprimiert und unter normoxischen Bedingungen nach
kurzer Zeit wieder abgebaut. Die Degradation wird dabei durch Prolylhydroxylasen (PHDs),
welche zwei Prolinreste in der ODD-Domane von HIF-1a (siehe Abbildung 1-4)
hydroxylieren, initiiert. Bisher konnten drei Prolylhydroxylasen (PHD1, PHD2 und PHD3)
isoliert werden, welche in Abhangigkeit von der Sauerstoffkonzentration die Destabilisierung
von HIF-1a vermitteln. Sie gehéren zu der Familie der 2-Oxoglutarat abhangigen
Dioxygenasen und bendtigen als Ko-Faktoren neben Sauerstoff auch Eisen, 2-Oxoglutarat
und Ascorbinsaure (Hirota und Semenza 2005, Fong und Takeda 2008).

Nachdem die Hydroxylierung durch die PHDs erfolgt ist, kann das von-Hippel-Lindau
Tumorsuppressorprotein (pVHL) an HIF-1a binden. Dabei kann die Bindung von pVHL an
HIF-1a durch die Acetylierung eines Lysinrests in der ODD-Domane mittels einer
Acetyltransferase ARD1 (,arrest defective protein 1) stabilisiert werden (Jeong et al. 2002).
Als Komponente eines E3-Ubiquitin-Ligase Komplexes vermittelt das pVHL anschlief3end die
Ubiquitinierung und folglich den proteasomalen Abbau von HIF-1a (siehe Abbildung 1-5;
Maxwell et al. 1999, Tanimoto et al. 2000). Weiterhin wird durch die Asparaginylhydroxylase
FIH (,factor inhibiting HIF“) ein Asparagylrest der C-terminalen Transaktivierungsdomane
des HIF-1a Proteins hydroxyliert, wodurch dieses nicht mehr mit Ko-Aktivatoren wie
p300/CBP, welche unter hypoxischen Bedingungen zur Aktivierung HIF spezifischer Gene
beitragen, interagieren kann (Lando et al. 2002, Ruas et al. 2002, Hirota und Semenza 2005,
Lisy und Peet 2008).
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Liegen dahingegen hypoxische Bedingungen vor, kommt es aufgrund des fehlenden Ko-
Faktors Sauerstoffs nicht zur Hydroxylierung von HIF-1a durch die Prolylhydroxylasen und
somit auch nicht zur Degradation, sondern vielmehr zur Stabilisierung von HIF-1a in der
Zelle. Folglich akkumuliert HIF-1a sehr schnell im Zytoplasma und transloziert anschlie3end
in den Zellkern, um dort mit dem konstitutiv exprimierten HIF-13 zu dimerisieren. Dieses
Heterodimer rekrutiert im Folgenden weitere Ko-Faktoren (p300/CBP) und bildet zusammen
mit diesen einen aktiven Transkriptionsfaktorkomplex aus, welcher anschlieend an das
,hypoxia-responsive element* (HRE) im Promotor der HIF-1 abhangigen Zielgene binden
kann (siehe Abbildung 1-5; Jiang et al. 1996, Jaakkola et al. 2001, Lisy und Peet 2008). Das
HIF-1 Heterodimer vermittelt dabei seine Effekte hoch spezifisch, indem es an die
Kernsequenz des HREs, die ,HIF binding site“ (HBS; ein konserviertes 5’-ACGTG-3’ Motiv)
bindet (Wenger und Gassmann 1997). Diese Bindung resultiert letztlich in der Transkription
der entsprechenden HIF-1 Zielgene. Doch nicht nur das Fehlen von Sauerstoff tragt zur
Aktivierung dieser Kaskade bei. Auch das Fehlen anderer Ko-Faktoren, wie z.B. Eisen,
verhindern die Hydroxylierung bzw. den Abbau von HIF-1a. Daher werden Eisenchelatoren,
wie 2,2’-Dipyridyl oder Desferroxamin haufig als Hypoxie-imitierende Substanzen verwendet
(Wang und Semeza 1993, Heinicke et al. 2002).
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Abbildung 1-5: Schematische Ubersicht iiber die Regulation von HIF-1a unter
hypoxischen bzw. normoxischen Bedingungen (modifiziert nach www.panomics.com).
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Neben der Stabilisierung von HIF-1a gibt es weitere Formen der Signaltransduktion, welche
zur Aktivierung von HIF-1a fihren. So tragen Zytokine und Wachstumsfaktoren wie der
Epidermal growth factor, der Insulin-like growth factor oder Interleukine unter normoxischen
Bedingung durch die Bindung an Rezeptor-Tyrosinkinasen und die daraus resultierende
Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs bzw. des MAPK-Signalwegs zu einer gesteigerten HIF-
1a Synthese bei (Semenza 2002). Auch die Aktivierung von Onkogenen wie Ras und SRC
sowie die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen wie PTEN, p53 und VHL kénnen zu
einem Anstieg der HIF-1 Aktivitat fUhren (Jiang et al. 1997, Zundel et al. 2000, Chen et al.
2001, Semenza 2001).

Wie bereits oben erwahnt, werden durch die Aktivierung HIF-1a abhdngiger Gene auf
verschiedenen Ebenen Prozesse initiiert, die hauptsachlich der Anpassung des Organismus
an das verminderte Sauerstoffangebot dienen. Man unterscheidet dabei zwischen Genen,
welche die Gewebeoxygenierung verbessern und Genen, welche eine Sauerstoff-
unabhangige Energiebereitstellung ermdglichen (Fandrey et al. 2007). Die Gewebe-
oxygenierung kann zum einen durch eine verstarkte Gefalbildung (Angiogenese) durch die
Aktivierung von Genen, wie vegf (,vascular endothelial growth factor) oder den VEGF-
Rezeptoren und durch die Modulation des Gefatonus (Endothelin-1, Adrenomedullin)
verbessert werden (Semenza 2000; siehe auch Abbildung 1-6). Zum anderen fuhrt die
gesteigerte Expression von Erythropoetin zu einer verstarkten Erythropoese, wodurch die
Sauerstoffkapazitat des Blutes erhdht werden kann. Bemerkenswerterweise kann selbst der,
durch die Bildung von Hamoglobin entstehende, erhdhte Eisebedarf durch die HIF-1a
induzierte Genexpression gedeckt werden. Dies ist moéglich, da es durch die HIF-1a
induzierte, verstarkte Synthese von Transferrin und Transferrin-Rezeptoren zu einem
verbesserten Eisentransport bzw. einer verbesserten Eisenaufnahme und folglich zur
erhdhten Bereitstellung von Eisen kommt (Tacchini et al. 1999, Semenza 2003).

Die metabolische Anpassung an den Sauerstoffmangel kann durch eine gesteigerte
Expression von Glukose Transportern (GLUT1/3) und glykolytischen Enzymen (z.B.:
Aldolase, Enolase-1, Phosphofruktokinase), welche eine verbesserte Glukoseaufnahme in
die Zellen ermdglichen, vermittelt werden. Denn durch die erhdhte Glukosebereitstellung und
die gesteigerte Glykolyserate kann vermehrt Pyruvat gebildet werden. Gleichzeitig wird die
Umwandlung von Pyruvat zu Acetyl-CoA durch die HIF-1a induzierte Pyruvatdehydrogenase
Kinase-1 (PDK-1) verhindert, so dass Pyruvat nicht Uber den Trikarbonsaurezyklus
verstoffwechselt werden kann. Da HIF-1a des Weiteren eine gesteigerte Lactat-
dehydrogenase A Aktivitat vermittelt, wird Pyruvat mittels dieses Enzyms zu Laktat reduziert

(anaerobe Glykolyse), wodurch eine Energiebereitstellung unabhangig von Sauerstoff
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gewahrleistet werden kann (Semenza et al. 1994, Semenza et al. 1996, Weidemann und
Johnson 2008).
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Abbildung 1-6: Aktivierung von HIF-1a abhangigen Genen unter hypoxischen
Bedingungen zur Verbesserung der Sauerstoffversorgung (Heinicke et al. 2002).

1.3.3 Einfluss von Hypoxie auf die Tumorigenese

Auch in Tumoren ist der best charakterisierte Mechanismus zur Stabilisierung von HIF-1a die
Hypoxie. Wie oben bereits beschrieben kénnen zwar auch Onkogene bzw. die Inhibierung
von Tumorsuppressorgenen Hypoxie-unabhangig zur Aktivierung von HIF-1a fihren, jedoch
konnte in 50-60% der Tumoren Bereiche, welche nicht bzw. nur unzureichend mit Sauerstoff
versorgt sind (Hypoxie-Anoxie), beobachtet werden (Vaupel und Mayer 2007). Diese
Bereiche eines Tumors entstehen durch das abnorme, rasche Wachstum von
neoplastischem Gewebe, welches zu einem erhéhten Bedarf an Sauerstoff und Nahrstoffen
fuhrt. Der Grad, der auf diese Weise entstandenen Hypoxie, korreliert mit der Proliferation
und Metastasierung bzw. der Aggressivitat des Tumors (Ho6ckel und Vaupel 2001).

Aufgrund hypoxischer Bedingungen stabilisiertes HIF-1a konnte bereits in zahlreichen
Tumoren, wie Brust-, Colon-, Nieren-, Pankreas- und auch hepatozellularen Karzinomen
nachgewiesen werden, wobei es sehr oft mit einer schlechten Prognose fir den Patienten
einhergeht (Talks et al. 2000, Shibaji et al. 2003, Yoshimura et al. 2004). Untersuchungen

der tumordsen Gewebe zeigten dabei ebenfalls eine wesentlich starkere Expression der HIF-
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1a induzierbaren Gene, welche die Tumorprogression beginstigen. So kann HIF-1a, wie
oben beschrieben, zu einer Verbesserung der metabolischen Situation im Tumor beitragen.
Der als ,Warburg Effekt bezeichnete Mechanismus ermdglicht dabei den aggressiven
Tumorzellen durch anaerobe Glykolyse fortwahrend ihren Energiebedarf zu decken und
gewahrleistet so ein Sauerstoff-unabhangiges Wachstum (Warburg 1956). Des Weiteren
kann eine verbesserte Versorgung des Tumors mit Nahrstoffen und Sauerstoff durch die
Ausbildung neuer BlutgefalRe ermoglicht werden (Neovaskularisierung). Dies wird
hauptsachlich durch die von HIF-1a induzierte Expression von angiogenetischen Faktoren
(z.B. VEGF; siehe oben) vermittelt. Auch die Metastasierung kann infolge der HIF-1a
Stabilisierung durch die Repression des Zell-Zell Adhasionsmolekiils E-Cadherin sowie die
Induktion des extrazellularen Matrixproteins LOX (,lysyl oxidase®) und des Chemokin-
Rezeptors CXCR4 verstarkt werden. Weiterhin kann auch die Dedifferenzierung maligner
Zellen als Folge der Aktivierung des Notch-Signalwegs vermittelt werden (Helczynska et al.
2003, Gustafsson et al. 2005, Rankin und Giaccia 2008). Folglich férdert HIF-1a durch die
Aktivierung des Metabolismus, der Angiogenese und der Dedifferenzierung entscheidend die
Tumorigenese (Weidemann und Johnson 2008). Die Hypoxie selbst ist somit ein zentraler
Mechanismus, welcher durch die Stabilisierung von HIF-1a und der daraus resultierenden,
gesteigerten Expression der korrespondierenden Zielgene die Karzinogenese vieler Tumore
fordert.

In der Hepatokarzinogenese begunstigt die Stabilisierung von HIF-1a bereits in einer sehr
frihen Phase die Entwicklung eines hepatozellularen Karzinoms (HCC) (Kim et al. 2002).
Das HCC ist generell ein hypoxisches Gewebe (Huang et al. 2005), wobei dies eine
gesteigerte Proliferation, Metastasierung sowie eine erhdhte Resistenz dieses Karzinoms
gegenulber einer Radio- bzw. Chemotherapie bedingt (Wu et al. 2007). Ein Haupteffekt der
HIF-1a Stabilisierung im HCC ist eine verstarkte Vaskularisierung, durch die Induktion der
VEGF Expression (von Marschall et al. 2001, Kim et al. 2002). Allerdings ist der daftr
verantwortliche, molekulare Mechanismus bislang ungeklart und sollte deshalb Gegenstand

der im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit durchgefiihrten Untersuchungen sein.

1.4 Bone Morphogenetic Proteins (BMPs)

Die Molekulfamilie der Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) wurde in den 1960er Jahren
von Dr. Marshall Urist entdeckt. Dieser konnte BMPs erstmals aus demineralisierten
Knochenextrakten isolieren und eine knorpel- bzw. knochenbildende Funktion im

Bindegewebe von Nagetieren nachweisen, wodurch sie ihren Namen erhielten (Urist 1965).
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Ende der 1980er Jahre zeigten Wozney und Kollegen, basierend auf Sequenzhomologien
die Zugehorigkeit der BMPs zu der TGFB Superfamilie (Wozney et al. 1988). Seitdem
konnten bis dato 33 Mitglieder der BMP/TGF[B Superfamilie in verschiedenen Spezies
identifiziert und charakerisiert werden. Aufgrund struktureller Ahnlichkeit wurden sie in
spezifische Subgruppen unterteilt. Dabei zahlen zu der BMP-Familie die ,osteogenic
proteins“ (OPs), die ,growth differentiation factors* (GDFs), die ,cartilage-derived
morphogenetic proteins® (CDMPs). Des Weiteren die zu den BMPs der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster (DPP ,decapentaplegic”, gbb-60A ,glass bottom boat‘, Scw
.srew”), des Krallenfrosches Xenopus laevis (Vg-1 ,vegetalizing factor 1%, Nodal, Lefty) und
des Zebrafisches Danio rerio homologen Proteine und die BMPs selbst. Lediglich BMP1
kann nicht der TGFB Superfamilie zugeordnet werden, da es als Protease an der
Prokollagen Spaltung beteiligt ist und somit zu der Familie der Metalloproteinasen gehdrt
(Hogan 1996, Kawabata et al. 1998, Balemans und Van Hul 2002, Miyazono et al. 2009).

BMPs werden in eukaryotischen Zellen als Vorlauferproteine, bestehend aus einem N-
terminalen Signalpeptid, einer Prodomane sowie einer C-terminalen Domane, welche die
Peptidsequenz des eigentlichen Cytokins enthalt, synthetisiert. Nach dem Transport des
Vorlauferproteins ins endoplasmatische Retikulum (ER) bzw. in den Golgi-Apparat und der
Abspaltung des Signalpeptids, erfolgt die Glykosylierung und Dimerisierung der BMP
Vorlauferproteine. Dabei enthadlt der C-terminale Abschnitt des Moleklls sieben
hochkonservierte Cysteinreste. Sechs dieser Cysteinreste bilden drei Disulfidbricken in
Form eines Cysteinknotens aus, wohingegen der siebte Cysteinrest fur die Bildung eines
Dimers aus zwei Vorlauferproteinen verantwortlich ist. Im Anschluss an die Dimerisierung
werden die Proteindomanen der Vorlauferproteine proteolytisch abgespalten und die

nunmehr funktionsfahigen ,maturen“ BMPs sezerniert (Xiao et al. 2007).

1.4.1 Signaltransduktion und Regulation des BMP-Signalwegs

Die Transduktion BMP-vermittelter Signale erfolgt durch die Bindung der BMPs an die
transmembranen Typ | und Il Serin/Threonin Kinase-Rezeptoren. Man unterscheidet dabei
zwischen drei Typ | Rezeptoren (BMPR-1A (Alk3), BMPR-1B (Alk6), ActR-1A (Alk2)) und vier
Typ Il Rezeptoren (BMPR-II, ActR-ll, ActR-1IB, AMHR), wobei die verschiedenen BMPs
aufgrund unterschiedlicher Bindungsaffinitaten die Bildung spezifischer Ligand-Rezeptor-
Komplexe praferieren. So konnte eine hohe Affinitat der BMPs (BMP2-15) fiir die Bindung an
die Alk3 und Alk6 BMP Typ | Rezeptoruntereinheiten sowie eine mogliche Bindung an die
jeweiligen BMP Typ Il Rezeptorenuntereinheiten gezeigt werden (Chen et al. 2004). Im
Gegensatz dazu vermitteln speziell BMP6 und BMP?7 ihre Effekte, neben der Bindung an die
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Alk3 Rezeptoruntereinheit eher spezifisch tber die Bindung an Alk2 (BMP Typ | Rezeptor)
und ActR-Il sowie ActR-11B Rezeptoren (BMP Typ Il Rezeptor; Aoki et al. 2001).

Abhangig davon, ob die BMP-Ligandenbindung an einen praformierten Rezeptorkomplex
erfolgt oder ob die Rezeptor-Oligomerisierung erst durch die BMP-Ligandenbindung
vermittelt wird, werden unterschiedliche Signalkaskaden aktiviert. Dabei initiiert die Bindung
der BMP-Liganden an einen bereits bestehenden Rezeptorkomplex aus einem BMP Typ |
und Typ Il Rezeptor (PFC ,preformed hetero-oligomeric complex®) intrazellular den Smad-
Signalweg, wohingegen die Bindung der Liganden an den BMP Typ | Rezeptor eine
Rekrutierung des BMP Typ Il Rezeptors zur Komplexbildung bewirkt (BISC ,BMP-induced
signaling complex®) und auf diese Weise den p38/MAPK-Signalweg aktiviert (Nohe et al.
2004, Sieber et al. 2009). Da die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten
molekularen Mechanismen in Zusammenhang mit dem Smad-Signalweg stehen, wird im
Folgenden lediglich auf diesen detailliert eingegangen.

In Folge der Bindung eines BMP-Liganden an den PFC-Rezeptorkomplex kommt es zu
einer Transphosphorylierung des Typ | Rezeptors durch die Kinasedomane des Typ I
Rezeptors. Daraufhin phosphoryliert der nunmehr aktivierte Typ | Rezeptor die sogenannten
R-Smads. Dies sind signalweiterleitende, Rezeptor-regulierte Smad Proteine (Smad 1, 5, 8;
der Name Smad setzt sich aus Sma [small body size] und Mad [mothers against
decapentaplegic] zusammen). AnschlieBend heterodimerisieren die phosphorylierten R-
Smads mit dem ,common mediator® Smad4 (Co-Smad) und translozieren als Komplex in den
Zellkern. Dort erfolgt zusammen mit anderen Transkriptionsfaktoren die Aktivierung der
Transkription BMP-spezifischer Zielgene (siehe Abbildung 1-7; Xiao et al. 2007).

p38/MAPK
V7% / T )

\ Smad1/5/8 P » Smad1/5/8/4 L—’» Zielgene
\\ Transkriptionsfaktoren
Typ Il
il 4 Zytoplasma Nukleus

Abbildung 1-7: Schematische Darstellung des BMP-Rezeptor Signalwegs (modifiziert
nach Simic und Vukicevic 2007).

Wie in Abbildung 1-8 dargestellt, kann die BMP-Signalkaskade auf die unterschiedlichsten

Weisen und in mehreren Ebenen moduliert werden. Zum einen kann eine Regulation im
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extrazellularen Kompartiment durch BMP Antagonisten, zum anderen intrazellular durch
direkte Inhibierung der Signaltransduktion bzw. der Transkription der Zielgene, erfolgen.
Extrazellular kénnen sezernierte BMP Antagonisten aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit
zu den BMP Rezeptoren BMPs binden und so die Aktivierung der BMP-Signalkaskade
verhindern. Zu dieser Klasse von Inhibitoren zahlen Noggin, Chordin, Follistatin, Follistatin-
related Gene (FSRP), BMPER, die Dan/Cerberus-Familie, Glypican, Ventropin sowie Ectodin
(Canalis et al. 2003). Die bislang best charakterisierten Vertreter davon sind die Proteine
Noggin und Chordin. Diese kdnnen BMP2, 4, 5, 6 & 7 binden und somit die spezifische
Interaktion dieser BMPs mit den entsprechenden Rezeptoren verhindern (Balemans und Van
Hul 2002).

Bei den direkten Inhibitoren des BMP-Signalwegs kann zwischen Pseudorezeptoren,
inhibitorischen Smads, intrazellularen Smad-Inhibitoren sowie Molekllen, welche eine
Ubiquitinierung und Degradation von Smads vermitteln, unterschieden werden. In der
Zellmembran ist der Pseudorezeptor BAMBI (,BMP and activin membrane-bound inhibitor)
lokalisiert, welcher eine extrazelluldre Doméne mit struktureller Ahnlichkeit zum BMP Typ |
Rezeptor besitzt, ohne dabei eine intrazellulare Serin/Threonin Kinase-Doméane zu enthalten.
Durch die Bindung von BAMBI an den BMP Typ Il Rezeptor wird somit die Ausbildung des
aktivierten Typ | und Typ Il Rezeptorkomplexes unterbunden und folglich die Aktivierung der
R-Smads verhindert (Gazzerro und Canalis 2006).

Intrazellular spielen die inhibitorischen Smads (I-Smad; Smad6 und Smad7) eine wichtige
Rolle. Diese kdnnen auf zwei unterschiedliche Wege die Signaltransduktion inhibieren. Zum
einen interagieren sie mit dem aktivierten BMP Typ | Rezeptor und verhindern somit die
Phosphorylierung der R-Smads, zum anderen kénnen sie kompetitiv an R-Smads binden
und dadurch die R-Smad/Co-Smad-Komplexbildung hemmen. Die Inhibierung durch Smad6
ist dabei wesentlich spezifischer fir den BMP-Signalweg als die Inhibierung durch Smad7,
welches hauptsachlich den TGFB/Aktivin-Signalweg hemmt (ten Dijke et al. 2003). Neben
den |-Smads existieren intrazellular noch zahlreiche weitere Molekullen (Tob, SANE etc.),
welche durch die Inhibierung der Smad-Poteine die Signaltransduktion hemmen. Hierzu
zahlen auch die Ko-Repressoren Ski (,homolog of v-ski avian sarcoma viral oncogene®) und
Sno (,ski-related novel gene®), welche unter anderem durch die Interaktion mit Smad1, 4, 5
im Zellkern die Transkription von BMP-Zielgenen inhibieren. Weiterhin kénnen Ubiquitin-
ligasen wie Smurf1 bzw. Smurf2 mit R-Smads und BMP Typ | Rezeptoren interagieren und
diese Proteine so fir die Degradation im Lysosomen markieren (von Bubnoff und Cho 2001,
Canalis et al. 2003, Miyazono et al. 2005).

Jedoch spielen bei der Regulation des BMP-Signalwegs nicht nur Inhibitoren, sondern auch
Ko-Faktoren bzw. -Aktivatoren (Endoglin, p300/CBP) sowie Ko-Rezeptoren (Repulsive

Guidance Molecules (Dragon und Hamojuvelin), siehe 1.5.3) eine grol3e Rolle. Diese sind in
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der Lage, den Signalweg zu verstarken bzw. die Transkription der entsprechenden Zielgene
zu férdern (von Bubnoff und Cho 2001, Babitt et al. 2005, Simic und Vukicevic 2007).

Inhibitorische

Antagonisten Ko-Rezeptoren
Noggin, Chordin, Follistatin, BAMBI

ean/CerbeEJS;, g—llypican, p38/MAPK
entropin, Ectodin —\
o
Stimulatorische \\ —
Ko-Rezeptoren § <Smad4 >
Dragon, HJV \ = - i
gon, A Ko-Aktivatoren,
Ko-Repressoren

W |
\ P
Smad1/5/8 <—> Smad1/5/8/4 F Zielgene
GPI " A
BMPR Typ | N N\ A
Transkriptionsfaktoren

BMPR Typ Il St/ Zytoplasma Nukleus

Abbildung 1-8: Ubersicht iiber die Inhibitoren des BMP Signalwegs (modifiziert nach Simic
und Vukicevic 2007).

1.4.2 Funktion der Bone Morphogenetic Proteins

BMPs sind in die Regulation zahlreicher physiologischer und pathophysiologischer Prozesse
involviert. So spielen sie nicht nur eine entscheidende Rolle in der ektotopisch endo-
chondralen Osteogenese, sondern auch in der Embryonalentwicklung, in der Tumorigenese,
bei der Ausbildung der dorsoventralen Korperachse und bei der Regulation verschiedener
Stoffwechselvorgange (Hogan 1996, Xiao et al. 2007). Durch gezielte Beeinflussung der
Zellproliferation, -differenzierung, -adhasion, -motilitit sowie der Apoptose sind sie in der
Embryogenese an der Bildung verschiedenster Gewebe bzw. Organe, wie dem Zentral-
nervensystem, dem Skelett, dem Herz, der Niere, der Lunge und auch der Leber beteiligt
(Hogan 1996).

Von besonderer Bedeutung in der Embryonalentwicklung der Leber sind BMP2, 4 und 7,
welche von frGhen mesenchymalen Zellen des Septum Transversums im Mesoderm
sekretiert werden. Sie fordern die Differenzierung der endodermalen Vorladuferzellen des
ventralen Darmrohrs, welche grundsatzlich entweder Leber- oder Pankreasgewebe
ausbilden koénnen, in Hepatoblasten (den Vorlduferzellen von Hepatozyten). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass auch eine Entwicklung von Hepatozyten aus embryonalen
Stammzellen durch BMPs gefordert wird, wobei hier BMP4 eine Hauptrolle spielt (Zaret
2001, Zhou et al. 2007).

Neben ihren wichtigen Einfluss auf die Embryonalentwicklung diverser Gewebe, sind BMPs

aber auch an der Entstehung und Progression verschiedenster Krebsarten beteiligt. So
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konnte in Untersuchungen von Prostatakarzinomen eine verstarkte Expression von BMP4, 6
und 7 im entarteten Prostatagewebe aufgezeigt werden (Bailey et al. 2007). Weiterhin
konnte festgestellt werden, dass BMP2 die Progression von Magen-, Lungen- und
Brustkrebs fordert. Besonders in spaten Stadien der Karzinogenese férdert BMP2 Invasions-
und Metastasierungsprozesse, wobei es zusatzlich eine pro-angiogenetische Funktion
besitzt (Kim und Kim 2006, Park et al. 2008). Auch BMP4 férdert die Migration, Invasion,
Proliferation sowie die Apoptose-Resistenz von Tumorzellen des Mammakarzinoms, des
Ovarialkarzinoms, des malignen Melanoms und des Kolonkarzinoms (Alarmo et al. 2007,
Theriault et al. 2007, Rothhammer et al. 2007, Deng et al. 2007). Obwohl diese
Beobachtungen zweifelsfrei ein gro3es onkogenes Potential von BMPs aufzeigen, kénnen
diese auch als Tumorsuppressoren in der Karzinogenese eine wichtige Rolle spielen. So ist
BMP4 in der Lage die Progression des Lungenadenokarzinoms zu inhibieren, in dem es in
den Tumorzellen Vorgange verstarkt, welche diese in Seneszenz lbergehen lasst (Buckley
et al. 2003). Weiterhin hemmt BMP4 die Proliferation und férdert andererseits die Apoptose
von multiblen Myelomzellen und Glioblastomzellen (Hjertner et al. 2001, Piccirillo und
Vescovi 2006).

Obgleich, wie oben beschrieben zahlreiche Untersuchungen zur Rolle von BMPs in einer
Vielzahl von Tumortypen erfolgten, war das hepatozelluldare Karzinom bis dato noch nie
Gegenstand derartiger Analysen. Deshalb sollte in der vorliegenden Arbeit die Rolle der
BMPs im hepatozelluldren Karzinom untersucht werden. Besonders interessant erschien
dabei die Analyse von BMP4, da es bekanntermalien bereits an der Embryogenese der
Leber beteiligt ist und in der Karzinogenese diverser Tumoren als Tumorsuppressorgen oder
als Onkogen fungieren kann (siehe oben).

Des Weiteren erscheint ein zuklnftiger Einsatz von BMPs in der Krebstherapie mdglich.
Bisher werden rekombinante BMPs ausschliel3lich zur Behandlung schlecht heilender
Frakturen angewendet, im Rahmen welcher sie den Heilungsprozess erheblich
beschleunigen. Dabei wurden 2001 als Therapieoptionen BMP2 bei offenen Unterschenkel-
frakturen und die Anwendung von BMP7 bei einer verzégerter Frakturheilung zugelassen
(Jacobs et al. 2008). Jedoch kénnten rekombinante BMPs oder BMP-Inhibitoren in der
Zukunft auch als Therapeutika in der Behandlung von Karzinomen verwendet werden,
sobald ihre Rolle in der Karzinogenese aufgeklart wurde.

Neben ihrer Beteiligung an Vorgangen der Embryogenese und Tumorigenese sind die BMPs
in viele weitere physiologische Prozesse involviert. Dabei zahlt zu ihren Aufgaben auch die
Regulation des Eisenstoffwechsels zur Aufrechterhaltung der Eisenhomoostase, worauf

im nachsten Kapitel detailliert eingegangen werden soll.
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1.5 Der Eisenstoffwechsel

Eisen ist fir den menschlichen Kérper ein essentielles Spurenelement. Es wird als Ko-Faktor
zahlreicher Proteine (z.B. Cytochrom P450, Eisen-Schwefelproteine) fur diverse biologische
Funktionen bendtigt. So spielt Eisen als Bestandteil von Hamoglobin und Myoglobin eine
zentrale Rolle fiir den Sauerstofftransport im Blut bzw. im Muskel. Weiterhin ist es durch sein
Redoxpotential auch fiir den Elektronentransfer in der Atmungskette, beim Trikarbonsaure-
zyklus sowie bei der ATP Synthese von fundamentaler Bedeutung (Ganz 2007).

Taglich werden dem Korper durch die Nahrung ungefahr 10 bis 15 mg Eisen zugefiihrt,
wovon allerdings nur etwa 10% im Gastrointestinaltrakt resorbiert werden kénnen. Insgesamt
enthalt der Koérper des Menschen durchschnittlich 4 bis 5 Gramm Eisen. Dabei kann Eisen in
Transferrin-gebundener Form zum Transport (ca. 0,1-0,2% der Gesamtmenge), als Ferritin
bzw. Hamosiderin zur Speicherung in der Leber bzw. in den Makrophagen (ca. 20%)
vorliegen. Der grofRte Teil (ca. 80%) ist jedoch in Hamoglobin, Myoglobin oder anderen
Enzymen (Cytochrome, Peroxidasen) gebunden und ist dabei funktionell aktiv (Edison et al.
2008; siehe Abbildung 1-9).

Zufuhr/Verlust Korper
Funktionseisen Speichereisen

[Myoglobin, Enzyme]

10-15 mg/Tag 500 mg

0,1-0,2 %
[davon werden absorbiert —f—[Transferrin |
1 mg/Tag 5mg
I
[Verlust (Epithelien, Blut, etc.) lt— rote Blutzellen| 80 % 20 %

1 mg/Tag 1000 mg 1000 mg

Abbildung 1-9: Eisenverteilung im Organismus (modifiziert, www.laborlexikon.de).

Der tagliche Eisenverlust durch die Erneuerung des Darmepithels bzw. der Haut sowie durch
weitere Faktoren (wie Menstruationsblutungen, Urin und Schweil’) betragt durchschnittlich
ca. 1 bis 2 mg. Da jedoch kein Mechanismus existiert, durch welchen der Koérper aktiv
grolkere Mengen an Eisen ausscheiden kann, erfolgt die Regulation des Eisengehalts des
Korpers hauptsachlich tber die Absorption der bendtigten Eisenmenge (Ganz 2007). Eine
exakte Regulation des Eisenstoffwechsels ist hierbei unbedingt erforderlich, da
Uberschussige redoxaktive Eisenionen (zweiwertiges Eisen) zur Entstehung von hoch

reaktiven Hydroxylradikalen fihren, welche Lipidmembranen, Nukleinsduren und Proteine
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zerstoren koénnen (Crichton et al. 2002). Zu den wichtigsten Prozessen der intrazellularen
Regulation des Eisengehalts zahlt dabei die intestinale Eisen-Absorption, der Transport von
Eisen zu den Organen sowie die Eisenaufnahme in die entsprechenden Zellen (Beard et
al.1996).

1.5.1 Intestinale Eisenabsorption

Die Aufnahme von Eisen erfolgt hauptsachlich in den beiden Diinndarmabschnitten
Duodenum und dem oberen Jejunum durch die Enterozyten an der apikalen Seite der
Blrstensaummembran. Das aus der Nahrung aufzunehmende Eisen kann dabei in zwei
verschiedenen Formen vorliegen. Einerseits in Form eines Chloreisen(lll)-Porphyrin-
Komplexes (Hameisen), andererseits in ionischer Form als dreiwertiges Eisen (Fe**). Dabei
macht das Hameisen ungefahr ein Drittel, des in der Nahrung enthaltenen Eisens aus.
Hauptsachlich ist es in tierischen Produkten als Bestandteil von Hamoglobin und Myoglobin
enthalten und ist wesentlich besser resorbierbar als Nicht-Hameisen (Fe*). Die Aufnahme
von Hameisen in die Enterozyten erfolgt durch die Bindung an das Ham-Carrierprotein
(HCP1, ,heme carrier protein1) (siehe Abbildung 1-10). AnschlieRend wird dieses durch die
Hamoxygenase (HO-1) umgewandelt, so dass in den Enterozyten zweiwertiges Eisen zur
Speicherung oder den Transport in die Blutbahn vorliegt (Edison et al. 2008).

Im Gegensatz dazu, muss dreiwertiges Eisen (Fe**), als welches der GroRteil des Eisens in
der Nahrung vorliegt, zuerst zu zweiwertigem Eisen (Fe®') reduziert werden, damit es
resorbiert werden kann. Die Reduktion von Fe* zu Fe®* erfolgt durch die Cytochrom-b
ahnliche Ferrireduktase (DCYTB), welche in der Birstensaummembran lokalisiert ist.
AnschlieRend kann das Isliche Fe®" (iber den divalenten Metallionentransporter (DMT1)
durch die apikale Membran in die Enterozyten aufgenommen werden. Am Ende beider Wege
liegt dann in den Enterozyten Fe?* vor, welches in Ferritin gespeichert wird oder durch die
basolaterale Membran in die Blutbahn entlassen werden kann (siehe Abbildung 1-10; De
Domenico et al. 2008).

Letzteres wird durch den Ferroportin Kanal (FPN) ermdglicht, welcher mit der Ferrooxidase
Hephaestin kooperiert, um Fe?* zu Fe®* umwandeln zu kénnen. Dies ist sehr wichtig, da

Eisen im Blut nur in dreiwertiger Form an Transferrin gebunden transportiert werden kann.
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Fe(lll) Fe(l) HamFe

DCYTB%_/YI‘E HCP1

Enterozyt -
Ferritin

Ferroportin /Q*\Hephaestin

Fe(l) Fe(lll

Abbildung 1-10: Schematische Darstellung der intestinalen Eisenabsorption (modifiziert
nach De Domenico et al. 2008).

1.5.2 Transport von Eisen im Blut und Aufnahme in die Zielzellen

Durch den Transport von Eisen in Transferrin-gebundener Form wird eine gezielte Bereit-
stellung von Eisen sowie ein Schutz vor der Toxizitat des Eisenions ermdglicht. Transferrin
(Apotransferrin) ist ein Glykoprotein, welches von der Leber synthetisiert wird. Es kann zwei
dreiwertige Eisenionen bei gleichzeitger Aufnahme von zwei Carbonationen binden (holo-
Transferrin) und diese anschlieBend zu Transferrin-Rezeptoren (TfR) der Zielzelle
transportieren. Nach der Bindung des holo-Transferrins an die entsprechenden Transferrin-
Rezeptoren, kommt es zur Aufnahme von dreiwertigen Eisen in die jeweilige Zelle.

Die Transferrin-gebundene Eisenaufnahme kann sowohl durch den Transferrin-Rezeptor
1 (TfR1) als auch durch den Rezeptor 2 (TfR2) vermittelt werden. Dabei wird der Transferrin-
Rezeptor 2, dessen Funktion noch nicht genau untersucht wurde, nur von Zellen der Leber
exprimiert und fungiert nur selten als Rezeptor zur Eisenaufnahme. Im Gegensatz dazu wird
der Transferrin-Rezeptor 1 von fast allen Zelltypen exprimiert und bindet Transferrin mit einer
wesentlich hoheren Effizienz (Kawabata et al. 1999).

Nach der Bindung wird der Komplex aus holo-Transferrin und dem entsprechenden Rezeptor
mittels Rezeptor-vermittelter Endozytose in clathrinbedeckten Vesikeln (,clathrin-coated
pits“) in die Zelle aufgenommen. Nach Entfernung der Clathrinschicht kommt es dort zur
Verschmelzung der Vesikel mit dem Endosomen. In der endosomalen Membran befinden
sich Protonenpumpen, welche Protonen aus dem Cytoplasma in das Innere des Endosoms

pumpen und so den dort vorherrschenden pH-Wert auf 5 bis 6 absenken. Das saure Milieu
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im Endosom bewirkt eine Konformationséanderung des holo-Transferrin-TfR-Komplexes und
fuhrt dadurch zur Freisetzung von dreiwertigen Eisen. Durch die im Endosom vorhandene
Metalloreduktase (STEAP3) kommt es zur Reduktion von Fe®*" zu Fe?*, welches anschlie-
Rend durch den divalenten Metallionentransporter 1 (DMT1) ins Cytosol der Zelle trans-
portiert wird. Der im Endosom verbleibende Apo-Transferrin-TfR Komplex wird, von diesen
nun als Recycling Endosomen bezeichneten Vesikeln, zur Plasmamembran transportiert und
freigesetzt. Durch den, in der extrazellularen Umgebung vorherrschenden pH-Wert
dissoziiert Apotransferrin vom Rezeptor und steht fir die erneute Bindung eines Eisenions
zur Verfigung (siehe Abbildung 1-11; Edison et al. 2008).

Tf-Fe(lll) Bindung an TfR
Fe(ll) Rezeptor vermittelte Plasma-
TfR (PH72) Endozytose membran

Clathrin-coated pit

/

(pH 55) FeIII FeII @_%_.Q o

Fe(III)
7 Endoy \
*s&
q

Funktionseisen Ferritin

— Recycling
endosome

Abbildung 1-11: Schematische Darstellung der Eisenaufnahme in die Zellen Uber das
Transferrin-Rezeptorsystem (modifiziert nach De Domenico et al. 2008).

In die Zellen aufgenommenes Eisen kann direkt verwendet (Funktionseisen) oder in Form
von dreiwertigem Eisen in Ferritin gespeichert werden. Ferritin ist ein wasserléslicher Eisen-
Proteinkomplex, in welchen der Apoferritin-Anteil eine groRe Anzahl zentraler Hydroxid-
Oxidphosphat-gebundener Eisenionen umhiillt (Crichton 1981). Es ist hauptsachlich in Zellen
der Leber, der Milz und des Knochenmarks vorzufinden, wobei ein geringer Anteil Ferritin
auch im Serum auftritt. Dabei korreliert der Ferritinspiegel des Serums mit dem vorhandenen

Eisenvorrat des Korpers (Graf et al. 2008).
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Die Expression von Ferritin, TfR1 und DMT1 wird in der Zelle posttranskriptional durch das
»iron responsive element“/,iron regulatory protein“ (IRE/IRP) System in Abhangigkeit
vom Eisengehalt reguliert. IREs sind spezifische Bindungsstellen, welche der Regulation der
Translation dienen. Sie sind zum einen in der & UTR (5" untranslatierte Region) der Ferritin
mMRNA und zum anderen in den 3’ UTRs der TfR1 bzw. DMT1 Transkripte zu finden. Im Falle
eines niedrigen Eisenspiegels in der Zelle, kommt es zur Bindung der ,ron regulatory
proteins” an die IREs. Dabei hat die Bindung eines IRPs an ein in einer 5 UTR lokalisiertes
IRE eine Hemmung der Translation zur Folge. Im Gegensatz dazu kommt es durch die
Bindung eines IRPs an ein in einer 3’ UTR lokalisierten IRE zur Stabilisierung der mRNA,
wodurch deren Degradation verhindert wird. Folglich kénnen die Zellen durch diesen
Mechanismus, bei Vorherrschen eines Eisenmangels, durch die gesteigerte Expression von
TfR1 und DMT1 die Eisenaufnahme erhohen, und die Speicherung von Eisen durch eine
verminderte Ferritin-Synthese minimieren (De Domenico et al. 2008, Anderson et al. 2009).
Die beiden Isoformen des ,iron regulatory proteins“ - IRP1 und IRP2 - sind hoch homolog
zueinander und gehoéren der Familie der Eisen-Schwefel Isomerasen an. Im aktiven Zentrum
des IRP1 ist ein Eisen-Schwefelcluster [4Fe-4S] lokalisiert, welches fiir die Eisensensitivitat
verantwortlich ist und Uber eine Konformationsanderung die Bindung an die IREs vermittelt.
Dabei sind unter eisenreichen Bedingungen die vier Eisenbindestellen vollstandig besetzt, so
dass das Enzym seine mRNA-bindenden Eigenschaften verliert, wohingegen bei niedrigen
Eisenspiegeln die Affinitdt zu den IREs sehr hoch ist. Das IRP2 hingegen besitzt kein Eisen-
Schwefelcluster und wird Uber die Stabilitdt des Proteins, in Abhangigkeit von Eisen oder
dem Sauerstoffgehalt (proteasomale Degradation von IRP2 bei hohen Eisenspiegeln bzw.
Normoxie), reguliert (Pantopoulos 2004, Muckenthaler et al. 2008).

Neben der intrazelluldren Regulation erfolgt aber auch eine systemische Modulation der

Eisenhomoéostase, welche eine sehr zentrale Rolle einnimmt (Edison et al. 2008).

1.5.3 Regulation der systemischen Eisenhomoostase

Der Schlisselregulator des systemischen Eisengleichgewichts ist Hepcidin, ein Peptid aus
25 Aminosauren, welches hauptsachlich in der Leber oder genauer gesagt in den
Hepatozyten synthetisiert wird (Viatte und Vaulont 2009). Urspriinglich wurde es im Jahr
2000 von zwei unabhangigen Arbeitsgruppen aus Urin bzw. Blut isoliert und als
antimikrobielles Peptid (LEAP-1, liver-expressed antimicrobial peptid 1) beschrieben
(Krause et al. 2000, Park et al. 2001). Erst im Rahmen spaterer Untersuchungen, welche an

USF2 (,upstream stimulatory factor 2“) Knockout Mausen (Hepcidin defizienten Mausen)
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durchgefuhrt wurden, konnten starke Eiseneinlagerungen in deren Leber, ihrem Pankreas
und Herzen sowie eine erhdhte Transferrin Sattigung festgestellt werden. Dies wies auf eine
weitreichende Funktion von Hepcidin im Eisenstoffwechsel hin (Nicolas et al. 2001). Des
Weiteren existiert eine sehr haufig auftretende, autosomal vererbte Erkrankung, die
hereditare Hdmochromatose, welche ebenfalls eine Dysregulation des Eisenstoffwechsels
darstellt. Dabei kommt es in diversen Organen zu einer Eiseniberladung, wodurch Leber-
zirrhosen, Kardiomyopathien, Diabetes und auch Arthriden entstehen kénnen, sofern keine
Behandlung erfolgt. Verusacht wird diese Erkrankung hauptsachlich durch Mutationen in
Genen, welche an der Regulation des Eisenstoffwechsels beteiligt sind. Zu diesen zahlen
HAMP (Hepcidin), HJV (Hamojuvelin, HFE2, RGMc), HFE (Hamochromatose) und TFR2
(Transferrin-Rezeptor 2). Je nach betroffenem Gen kénnen verschiedene Formen der

Hamochromatose unterschieden werden (siehe Tabelle 1-2; De Domenico et al. 2008).

Erkrankung betroffenes Gen | codiertes Protein
Hereditdre Hamochromatose Typ 1 HFE H. Hdmochromatose Protein
Juvenile H. Hdmochromatose Typ 2a | HFE2 (HJV) Hamojuvelin

Juvenile H. Hdmochromatose Typ 2b | HAMP Hepcidin

Hereditare Hamochromatose Typ 3 TFR2 (HFE3) Transferrin-Rezeptor 2

Tabelle 1-2: Erkrankungsformen der hereditiren Himochromatose mit den betroffenen
Genmutationen (modifiziert nach Chen und Chloupkova 2009). H. Hamochromatose:
hereditare Hdmochromatose

Bemerkenswerterweise ist, obwohl unterschiedliche Gene und damit auch unterschiedliche
Signalwege betroffen sind, allen aufgefihrten Formen eine Hepcidin-Defizienz gemeinsam,
welche jeweils die Ursache fir die Eisenlberladung bildet (Viatte und Vaulont 2009). Dies
zeigt, dass Hepcidin wesentlich zur Aufrechterhaltung der Eisenhomdostase beitragt.
Hepcidin ist in der Lage die intestinale Eisenaufnahme bzw. -freisetzung aus den
Makrophagen und der Leber zu limitieren, indem es an Ferroportin (Fpn) bindet und so die
Internalisierung und lysosomale Degradation des Transporters vermittelt (Ganz 2007).
Weiterhin zeigen Studien von Mena und Kollegen (2008), dass Hepcidin die Transkription
von DMT1 in der Blrstensaummembran der Enterozyten inhibieren und so bereits die
Eisenaufnahme aus dem Darmlumen verhindern kann. Auf diese Weise kann durch eine
verstarkte Hepcidin Expression der Eisenspiegel reduziert werden bzw. durch eine
verminderte Expression von Hepcidin Eisen zur Verfiigung gestellt werden (siehe Abbildung
1-12).
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Wenig Hepcidin Viel Hepcidin
Eisenaufnahme Eisenaufnahme

Enterozyten,
Makrophagen,
Hepatozyten

Fe Eisenfreisetzung Fe * Hepcidin
ins Plasma

Abbildung 1-12: Schematische Darstellung des Einflusses von Hepcidin auf die Eisen-
absorbtion (modifiziert nach Ganz 2007).

Die Regulation der Hepcidin Expression kann zum einen in Abhangigkeit vom vorliegenden
Eisenstatus und zum anderen als Folge einer Inflammation, hypoxischer Bedingungen bzw.
bei einer gesteigerten Erythropoese erfolgen. Wie bereits erwahnt, sind daran
unterschiedliche Signalwege beteiligt. Wahrend ein erhdhter Eisenspiegel eine verstarkte
Expression von Hepcidin vermittelt, bewirkt eine Inflammation, hypoxische Bedingungen und
eine Anamie eine Hemmung der Hepcidin Expression (Viatte und Vaulont 2009). Im

Folgenden soll dabei auf die wichtigsten Mechanismen naher eingegangen werden.

Einfluss des BMP-Signalwegs auf die Hepcidin Expression

Einer der wichtigsten Mechanismen zur Regulation der Hepcidin Expression in der Leber ist
die BMP/Smad-Signalkaskade. Durch die Bindung von BMPs an die BMP-Rezeptoren
kommt es zur Aktivierung des Smad-Signalwegs (Kapitel 1.4.1), was eine Initiation der
Transkription des Hepcidin-Gens zur Folge hat (Abbildung 1-13). Einen Hinweis auf die
essentielle Bedeutung des BMP/Smad-Signalwegs fir die Modulation der Hepcidin
Expression gaben Untersuchungen an Mausen, in welchen die Smad4 Expression spezifisch
in der Leber ausgeschaltet wurde. Diese zeigen eine stark verringerte Hepcidin Expression
und in Analogie zu Hepcidin defizienten Mausen eine vergleichbar starke Eiseneinlagerung
in den verschiedenen Organen, wie Leber und Pankreas (Wang et al. 2005).

An der Initiation der BMP/Smad-Signalkaskade sind zum einen die BMPs und zum anderen
HJV als BMP Ko-Rezeptor beteiligt (siehe Abbildung 1-13). In vitro konnte bislang
hauptsachlich fir BMP2, 4, 6 und 9 eine Beteiligung an der Modulation der Hepcidin
Expression aufgezeigt werden (Babitt et al. 2006, Truksa et al. 2006, Xia et al. 2008),

wohingegen zur Situation in vivo kaum Untersuchungen vorliegen. Lediglich Babitt und
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Kollegen konnten nach der Injektion von rekombinantem BMP2 in 129S6/SvEvTac Wildtyp
Mausen eine verstarkte Hepcidin Expression sowie verminderte Eisenspiegel im Serum
feststellen (Babitt et al. 2007).

Als BMP Ko-Rezeptor flir BMP2, 4 und 6 kann HJV das Signaling verstarken (Babitt et al.
2006, Babitt et al. 2007, Xia et al. 2008). HJV (Hamojuvelin, RGMc: Repulsive Guidance
Molecule c) ist ein GPI (Glycosylphosphatidylinositol)-verankertes Glykoprotein, welches
neben weiteren Vertretern der Repulsive Guidance Molecules (RGMa; RGMb bzw. Dragon)
zu der Familie der Repellent Faktoren zahlt. Es wird in der Leber, dem Herzen und den
Skelettmuskeln exprimiert. Zwar sind alle Mitglieder der Familie der RGMs in der Lage,
BMPs zu binden und als BMP Ko-Rezeptoren zu fungieren (Babitt et al. 2005, Samad et al.
2005), jedoch konnte nur fir HJV eine physiologische Relevanz aufgrund seiner Beteiligung
an der Regulation des Eisenstoffwechsels aufgezeigt werden (Babitt et al. 2006, Severyn et
al. 2009). HJV kann dabei sowohl als membranstandiges Protein (mittels GPI-Anker in der
Membran befestigt) als auch gespalten in Form eines I6slichen Proteins vorliegen (sHJV; Lin
et al. 2005). Dadurch ist es zum einen in der Lage, in membrangebundener Form als BMP
Ko-Rezeptor die BMP/Smad-Signalkaskade zu verstarken und so die Hepcidin Expression
zu fordern. Zum anderen kann es in ldslicher Form durch die Bindung von BMP Liganden
deren Anlagerung an den BMP-Rezeptor verhindern und so die BMP/Smad-Signalkaskade
inhibieren. Die Spaltung von membrangebundenem HJV kann durch verschiedene Faktoren
initiiert werden. Ein in vitro Modell von Zhang und Kollegen (2007) zeigte, dass ein hoher
holo-Transferrin (eisenbeladenes Transferrin im Serum) Gehalt die Spaltung von HJV im
Skelettmuskel inhibiert. Dabei postulierten sie auch, dass der HJV-Rezeptor Neogenin
vermutlich die Spaltung von HJV vermitteln kann. Dem widersprechen Xia und Mitarbeiter
(2008), welche eine Spaltung durch Neogenin dementieren. Silvestri und Kollegen (2008)
zeigten, dass bei einer vorliegenden Eisendefizienz oder Hypoxie die Prohormon Konvertase
Furin verstarkt exprimert wird und fir die Spaltung von HJV verantwortlich ist. Kirzlich wurde
ein weiteres Molekil, die Serin-Protease Matripase 2 (TMPRSSG6) identifiziert, welche HJV
spalten und so die Hepcidin Expression hemmen kann (Silvestri et al. 2008). Bislang konnte
allerdings nicht geklart werden, welche Relevanz diese Systeme in vivo besitzen bzw.
inwiefern sie interagieren und reguliert werden. Wahrend die Bedeutung der |6slichen Form
von HJV in vivo somit noch vollig unklar ist, konnte die generell wichtige Rolle von HJV in der
Regulation der Eisenhomoostase bereits eindeutig aufgezeigt werden. So zeigen HJV
Knockout Mause einen vergleichbaren Phanotyp wie die Smad4 defizienten Mause (siehe
oben), welcher sich in starken Eisenakkumulationen in den Organen und deutlich
verringerten Hepcidin-Spiegeln manifestiert (Huang et al. 2005). Ein ahnlicher Effekt kann
bei Mutation des hjv Gens beobachtet werden, welche im Mensch zu einer juvenilen

Hamochromatose (Auspragung in zweiter bis dritter Lebensdekade; Hamochromatose
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TypZ2a, siehe oben) fuhrt. Dies zeigt, dass der BMP/Smad-Signalweg eine zentrale Rolle bei
der Regulation des Eisenstoffwechsels einnimmt. Da auch Mutationen des BMP Ko-
Rezeptors eine Inhibierung der Hepcidin Expression vermitteln, deren Auswirkung mit der

Mutation von Hepcidin selbst vergleichbar ist.

Weitere Signalwege zur Requlation der Hepcidin Expression

Wie bereits oben beschrieben, kdénnen noch weitere Mutationen Ursache flr eine
Hamochromatose sein. Eines der von diesen Mutationen betroffenen Genen und folglich ein
weiterer, moglicher Modulator von Hepcidin ist das hfe (Hamochromatose) Gen. Die
Mutation dieses Gens stellt die haufigste Ursache einer Hdmochromatose (Uber 90% der
Hamochromatose erkrankten Patienten) dar, wobei sich diese im Gegensatz zur juvenilen
Hamochromatose erst im adulten Stadium, dass bedeutet in der vierten bis flinften
Lebensdekade auspragt (Edison et al. 2008, De Domenico et al. 2008).

HFE zahlt zu der Klasse der MHC (major histocompatibility complex) | ahnlichen Proteine
und wird am starksten in den Hepatozyten der Leber exprimiert. Urspringlich wurde HFE als
ein Regulator der Eisenhomdstase postuliert, welcher in den Enterozyten exprimiert wird und
dort als ,Eisensensor® fungieren sollte. Untersuchungen von gewebsspezifischen HFE
Knockout Mausen zeigten jedoch, dass nur in Mausen, in welchen die HFE Expression
spezifisch in der Leber ausgeschaltet wurde, eine vermehrte Eiseneinlagerung vorlag (Vujic
Spasic et al. 2008). Bereits lange zuvor war eine Interaktion von HFE mit dem Transferrin-
Rezeptor 1 (TfR1) und eine daraus resultierende Inhibierung der holo-Transferrin (holo-Tf)
vermittelten Eisenaufnahme entdeckt und sehr genau untersucht worden. Neuere Ansatze
hingegen fokussieren eher die Rolle des Transferrin-Rezeptors 2 (TfR2), welcher ein
Homolg von TfR1 ist und hauptsachlich in der Leber exprimiert wird. Seine genaue Funktion
ist bisher noch unbekannt (siehe oben). Bislang steht nur fest, dass auch TfR2 an der
Regulation der Hepcidin Expression beteiligt ist, da die Mutation des Gens in einer
Hamochromatose resultiert (siehe oben; Typ 3). Ein vorlaufiges Modell postuliert derzeit,
dass es bei einer hohen Serum holo-Transferrin Sattigung zur Ablésung des HFE Proteins
vom Transferrin-Rezeptor 1 kommt, damit Transferrin gebundenes Eisen Uber diesen
Rezeptor in die Zelle aufgenommen werden kann. Anschlielend bindet das HFE Protein
dabei an den Transferrin-Rezeptor 2 und initiiert so eine Signalkaskade, welche zur Induktion
der Hepcidin Expression fiuhrt (Abbildung 1-13). Zwar zeigt die Mutation des hfe bzw. tfr2
Gens im Vergleich zu der Mutation des hjv bzw. hepcidin Gens eine schwachere
Auspragung des Phanotyps (geringere Eiseneinlagerungen, schwachere Inhibierung der
Hepcidin Expression), jedoch lasst dieser keine eindeutigen Schlisse auf den involvierten

Signalweg zu (eventuell Smad- oder p38/MAPK-Signalweg; Chen und Choupkova 2009).
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Neben dem BMP- und HFE-Signalweg fuhrt auch die inflammatorische Signalkaskade zu
einer verstarkten Hepcidin Expression. Behandlung mit Lipopolysaccharid (LPS) sowie
inflammatorischen Cytokinen, wie Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6), fihren zu
einer Induktion der Hepcidin Expression (Lee et al. 2004, Lee et al. 2005). IL-6, dessen
Wirkung bislang am eingehensten untersucht wurde, vermittelt seine Effekte zur Steigerung
der Hepcidin Expression Uber den JAK/STAT-Signalweg. Dabei kommt es durch die
Komplexbildung von IL-6 mit dem entsprechenden Rezeptor (IL-6R) zu einer Phos-
phorylierung von STAT3 (,signal-transducer and activator of transcription®), welches im
aktivierten Zustand als Dimer im Zellkern an den hepcidin Promotor bindet und so die
Transkription des hepcidin Gens initiiert (Abbildung 1-13; Wrighting und Andrews 2006).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass inflammatorische Stimuli unabhangig von der
HFE-Signalkaskade die Hepcidin Expression regulieren (Lee et al. 2004). Allerdings konnte
in Smad4 defizienten Mausen kein Effekt auf die Hepcidin Expression nach der Behandlung
mit inflammatorischen Zytokinen festgestellt werden (Wang et al. 2005). Dies impliziert, dass
die Smad-Signalkaskade eine entscheidende Rolle fiir die Regulation der Hepcidin

Expression durch inflammatorische Stimuli spielt (Darshan und Anderson 2009).

Smad 1/5/8

Abbildung 1-13: Schematische Darstellung der unterschiedlichen molekularen
Mechanismen zur Regulation der Hepcidin Expression (nach Arndt et al. 2009 modifiziert).

Im Gegensatz zur Inflammation, welche eine Stimulation der Hepcidin Expression bewirkt,
kénnen anamische Bedingungen, hypoxische Bedingungen sowie das Glykoprotein-Hormon
Erythropoetin infolge einer gesteigerten Erythropoese (siehe 1.3) einen reprimierenden

Effekt auf die Transkription des hepcidin Gens ausiben. Wie bereits in Abschnitt 1.3.2
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gezeigt, kommt es sowohl durch das Fehlen des Ko-Faktors Eisen (Anamie) als auch bei
Vorliegen eines Sauerstoffmangels zur Stabilisierung des Transkriptionsfaktors HIF-1a.
Nach der Komplexbildung mit HIF-1( erfolgt eine Bindung an das HRE (,hypoxia-responsive
element”) im hepcidin Promotor, wodurch eine Inhibierung der Transkription des hepcidin
Gens stattfindet. Neueste Studien zeigen, dass mdglicherweise auch hier eine Verbindung
zum BMP-Signalweg besteht, da unter hypoxischen Bedingungen eine verstarkte Expression
von Furin erfolgt, welches membrangebundenes HJV spalten kann und so den BMP-
Signalweg inhibiert (Silvestri et al. 2008). Allerdings werden diese Ergebnisse kontrovers
diskutiert, denn Krijt und Kollegen konnten 2009 beweisen, dass in hypoxischem Gewebe in
vivo keine Regulation der transkriptionellen Aktivitdt von Furin vorliegt und das neben der
I6slichen Form von HJV ein weiterer Faktor an der Inhibierung der Hepcidin Expression
beteiligt sein muss. Weiterhin zeigten Volke und Mitarbeiter (2009), dass Hepcidin weder ein
direktes Zielgen von HIF-1 ist noch indirekt durch eine HIF-1 abhangige Induktion von TfR1

reguliert werden kann.

Insgesamt betrachtet kommt somit die bedeutenste Rolle im Rahmen der Hepcidin
Regulation dem BMP/Smad-Signalweg zu. Gezeigt wurde dies durch die Untersuchungen an
Smad4 defizienten Mausen, welche eine starke Eiseneinlagerung und nur geringe bis gar
keine Hepcidin Expression aufweisen. Weiterhin konnte in diesen Mausen auch durch die
Behandlungen mit inflammatorischen Substanzen (IL-6) oder Eisen-Injektionen keine
gesteigerte Hepcidin Expression erzielt werden. Dies zeigt, dass der BMP-Signalweg fur die
von diesen Stimuli vermittelten Effekten auf die Hepcidin Expression von essentieller
Bedeutung ist (Wang et al. 2005). Ferner konnten Truksa und Kollegen (2006) in
Hepatozyten aus HFE, TfR2 und IL-6 Knockout M&usen nach Behandlung mit BMP2, 4 und
9 eine Induktion der Hepcidin Expression feststellen. Dies lasst darauf schlieen, dass die
Induktion der Hepcidin Expression durch den BMP-Signalweg unabhangig von HFE, TfR2
und IL-6 erfolgt (Darshan und Anderson 2009).

Allerdings blieb bislang unklar, welches spezifische BMP Molekul fir die Hepcidin
Expression in vivo verantwortlich ist und wie veranderte Eisenspiegel Einfluss auf den
BMP/Smad-Signalweg nehmen. Dies sollte Gegenstand der im Rahmen der vorliegenden

Doktorarbeit durchgeflihrten Untersuchungen sein.
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2. Zielsetzung der vorliegenden Dissertation

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) spielen eine wichtige Rolle in unterschiedlichen
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen der Leber. Weiterhin ist bekannt, dass
sie auch entscheidend an der Tumorigenese einer Vielzahl verschiedener Karzinome
beteiligt sind. Da bislang allerdings noch keine Untersuchungen zu der Bedeutung der BMPs
im hepatozellularen Karzinom (HCC) erfolgten, sollte in der vorliegenden Arbeit der Einfluss
der BMPs auf die Hepatokarzinogenese analysiert werden. Zusatzlich wurde in der Literatur
bereits beschrieben, dass die BMPs entscheidend an der Regulation des Eisenstoffwechsels
beteiligt sind, wobei ihre exakte Funktion in der Modulation der Eisenhomdostase bislang
ungeklart blieb. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit sollte deshalb sein, die genaue Funktion der
BMPs in der Regulation des Eisenstoffwechsels aufzuklaren und weiterfliihrend auch ihren
spezifischen Einfluss auf den Eisenstoffwechsel des hepatozellularen Karzinoms zu

untersuchen. Die vorliegende Arbeit kann somit in drei Abschnitte gegliedert werden:

(1) Eine wichtige Bedeutung in der Regulation der Tumorigenese kommt BMP4 zu, denn
es kann sowohl als Onkogen als auch als Tumorsuppressorgen Einfluss auf die
Progression diverser Karzinome austben. BMP4 ist aber auch entscheidend an der
Embryogenese der Leber beteiligt. Da beachtlich Parallelen zwischen diesen Prozessen
der Embryogenese und der Progression eines HCCs bestehen, sollte im ersten Teil dieser
Arbeit die Beteiligung und die Funktion von BMP4 im HCC analysiert werden.

(2) BMPs spielen aber nicht nur eine wichtige Rolle in der Karzinogenese, sondern
kénnen weiterhin Uber den BMP/Smad-Signalweg die Hepcidin Expression verstarken. Da
Uber die Modulation der Hepcidin Expression der Eisenstoffwechsel reguliert wird, ist der
BMP/Smad-Signalweg flr die Aufrechterhaltung der Eisenhomobostase von groRer
Bedeutung. Deshalb sollte im zweiten Teil dieser Arbeit untersucht werden, welches
spezifische BMP Molekul hauptsachlich flir die Regulation der Hepcidin Expression in vivo
verantwortlich ist. Weiterhin blieb bislang ungeklart, wie Veranderungen des Eisenspiegels
generell den BMP/Smad-Signalweg beeinflussen konnen. Folglich sollte die Identifikation
des Molekdls, welches hierbei als ,Eisensensor” fungiert, Gegenstand der Untersuchungen
sein.

(3) Die in den vorherigen Abschnitten dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen ergaben,
dass eine gesteigerte Expression von BMP4 im HCC vorliegt. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass Vertreter der BMPs Hauptregulatoren des Eisenstoffwechsels sind. Es sollte
deshalb aufgeklart werden, weshalb HCC Patienten, bei welchen eine verstarkte BMP
Expression auftritt und in welchen dadurch bedingt eine erhdéhte Hepcidin Expression die

Eisenaufnahme limitiert, nicht an einer Anamie leiden.
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3. Ergebnisse

Die in den Abschnitten 3.1 ,Die Funktion und Regulation von BMP4 im hepatozellularen
Karzinom (HCC)“ und 3.2 ,Die Bedeutung der BMPs fir die Regulation des Eisenstoff-
wechsels* zusammengefassten Ergebnisse konnten bereits publiziert werden (siehe Anhang
,Eigene Publikationen®). Weiterhin befindet sich ein Manuskript, welches die Ergebnisse des
Teils 3.3 zusammenfasst in Vorbereitung, um in Kirze zur Veroéffentlichung eingereicht zu

werden.

3.1 Die Funktion und Regulation von BMP4 im hepatozellularen Karzinom

Es ist seit langem bekannt, dass die Fehlregulation von BMPs (Bone Morphogenetic
Proteins) zur Progression diverser Krebserkrankungen beitragt (Hatakeyama et al. 1993,
Kleeff et al. 1999, Rothhammer et al. 2005), wobei vor allem BMP4 einen sehr wichtigen
Modulator der Karzinogenese darstellt (Buckley 2004, Alarmo et al. 2007, Theriault et al.
2007). Forschungsergebnisse unserer Arbeitsgruppe, welche hauptsachlich aus Unter-
suchungen verschiedener an der Tumorigenese des malignen Melanoms beteiligter
Regulationsmechanismen entstanden sind, zeigten eine verstarkte Expression von BMP4 im
malignen Melanom und dessen Einfluss auf die Progression dieses Tumors (Rothhammer et
al. 2005).

Weiterhin spielen BMPs eine grof3e Rolle bei der Embryonalentwicklung der Leber (siehe
Kapitel 1.4.2). Besonders BMP4 hat entscheidenden Einfluss auf die Zelldifferenzierung von
embryonalen Stammzellen zu Hepatozyten (Zhou et al. 2007).

Interessanterweise existieren beachtliche Parallelen in den molekularen Mechanismen,
welche zum einen in der Embryonalentwicklung der Leber, aber zum anderen auch wahrend
der Progression eines HCCs ablaufen. Deshalb sollte im Rahmen dieser Arbeit die
Regulation von BMP4 im HCC sowie der Einfluss von BMP4 auf die Entwicklung des HCC

analysiert werden.
3.1.1 Analyse der BMP4 Expression im hepatozellularen Karzinom

Im ersten Schritt der Analyse wurde die Expression von BMP4 mittels quantitativer Real-
Time PCR (gqRT-PCR) in zwei verschiedenen HCC-Zelllinien (Hep3B und PLC) untersucht.
Wie in Abbildung 3-1 A zu sehen, konnte eine verstarkte BMP4 mRNA Expression in den
HCC-Zelllinien im Vergleich zu primaren humanen Hepatozyten (PHHs von drei
verschiedenen Spendern) festgestellt werden. Um zu untersuchen, ob diese Situation auch

in vivo vorliegt, wurden zueinander korrespondierende Proben von tumordsen und nicht-
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tumordésen Geweben analysiert. Dabei zeigten 24 von 39 HCC-Gewebeproben (etwa 62%)
eine erhohte BMP4 mRNA Expression, im Vergleich zu den umgebenden nicht-tumordsen
Gewebeproben (Abb. 3-1 B, siehe Diskussion 4.1).
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Abbildung 3-1: gRT-PCR Analyse der BMP4 Expression in primdren humanen
Hepatozyten (PHH), hepatozelluliren Karzinom (HCC)-Zelllinien, sowie HCC-Geweben
und korrespondierenden nicht-tumorosen Gewebeproben. (A) In den HCC-Zelllinien
konnte eine im Vergleich zu den PHHs verstarkte Expression der BMP4 mRNA festgestellt
werden. (B) Untersuchungen des BMP4 Expressionsmusters an tumordsen und nicht-
tumorésen Gewebeproben bestatigten diese Ergebnisse. Die BMP4 mRNA Expression war in
24 HCC-Gewebeproben (62%) im Vergleich zu dem umgebenden nicht-tumorésen Leber-
geweben erhoht.

AnschlieRend wurde zur Untersuchung einer Spender-Abhangigkeit bzw. einer Abhangigkeit
von den Erkrankungen des Spenders eine exakte Charakterisierung der verwendeten
Gewebeproben durchgefuhrt (Tabelle 3-1). Es zeigte sich, dass die BMP4 Expression
signifikant (p=0.033) mit einem hoheren Tumor-Staging assoziiert ist, jedoch keine
Korrelation zum Tumorgrad, der GréRe des Tumors, dem Patientenalter bzw. -geschlecht,
dem Transaminasen-Serumspiegel oder dem Bilirubingehalt sowie der Atiologie der
vorhandenen Erkrankung vorliegt. Die klinisch-pathologischen Daten wurden von PD Dr.
Claus Hellerbrand (Innere Medizin I, Universitatsklinikum Regensburg) freundlicherweise zur

Verflgung gestellt.
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Untersuchungs- verstirkte BMP4
parameter MRNA Expression im
HCC
Einteilung Anzahl nein ja p-Wert

Geschlecht 1.000 *

weiblich 10 4 6

mannlich 29 11 18
Tumor-Staging 0.033 *

pT1 7 6 1

pT2 14 4 10

pT3 16 5 11

pT4 2 0 2
Tumor-Grading 0.338*

G1 10 5 5

G2 26 8 18

G3 3 2 1
Atiologie 0.070 *

Alkohol 20 8 12

Virus Hepatitis™ 5 4 1

weitere/unbekannt| 14 3 11
Alter bei der Diagnose [Jahre]* 58+3 63+3 0.150 **
TumorgroRe [cm]* 6.3£1.2 71+£1.0 | 0.953*
Serum ALT* levels [IU/mI]* 88 + 26 82+16 | 0.400 **
Serum Bilirubinspiegel [mg/dI] 14+0.3 1.3+0.3 | 0.545*

Tabelle 3-1: Vergleich der klinisch-pathologischen Charakteristika von 39 HCC Patienten
mit und ohne erhohte BMP4 mRNA Expressionspiegel im Tumorgewebe, in Bezug auf

das korrespondierende nicht-tumorése Gewebe.

* Verwendung des exakten Fisher Tests; ** Vergleich hummerischer Werte mit Hilfe des 2-

seitigen Students t-test (sind durch Fettschrift gekennzeichnet, p-Werte <0.05); * Mittelwert +
s.e.m.; ™ chronische Hepatitis B oder Hepatitis C Infektion; ## ALT: Alanin Aminotransferase
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Fur die Analyse der BMP4 Proteinexpression wurden mit Hilfe eines spezifischen BMP4
Antikérpers immunhistochemische Farbungen an Schnitten von normalen Lebergeweben
und HCC-Geweben von jeweils 5 Spendern durchgefuhrt. In Analogie zu den mRNA Daten
zeigten die immunhistochemischen Farbungen eine starke BMP4 Proteinexpression im
Cytoplasma der Epithelzellen aller HCC-Gewebe. Im Gegensatz dazu konnte in den
normalen Lebergewebeschnitten keine Farbung festgestellt werden. Reprasentative
immunhistologische BMP4 Farbungen von zwei normalen Lebergeweben und vier HCC-

Geweben wurden ausgewahlt und in Abbildung 3-2 dargestellt.

Abbildung 3-2: Inmunhistochemische Farbungen zur Analyse der BMP4 Expression in
normalen Lebergeweben und HCC-Geweben. Es zeigte sich eine starke Expression von
BMP4 in den HCC-Geweben, wobei diese in den Epithelzellen lokalisiert war. Representative
Bilder wurden ausgewahlt, es sind Farbungen von zwei normalen Lebergeweben (I+I1) und vier
HCC-Geweben dargestellt (11I-VI) (Vergrofierung 200-fach).

3.1.2 Regulation der BMP4 Expression im hepatozellularen Karzinom

Zur Untersuchung des Mechanismus, welcher der Regulation der BMP4 Expression im HCC
zugrunde liegt, wurde ein 625 bp grofles Promotorfragment des humanen bmp4 Gens in
einen Luziferase-Reportervektor (pGL3 basic) kloniert (dieses Konstrukt wurde von Herrn Dr.
Markus Moser zur Verfligung gestellt). Um zu zeigen, dass die Aktivitat des bmp4 Promotors
in beiden untersuchten Zelllinien Hep3B und PLC vergleichbar ist, wurde die transkriptionelle
Aktivitat des Promotor-Reporterkonstrukts in den beiden HCC-Zelllinien untersucht. Wie in

Abbildung 3-3 gezeigt, konnte eine Aktivierung des Promotorkonstruktes sowohl in den
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Hep3B Zellen als auch in den PLC Zellen festgestellt werden. Diese betrug in den Hep3B
Zellen das ca. 5-fache und in den PLC Zellen das ca. 3-fache im Vergleich zu den Kontroll-
transfizierten HCC-Zelllinien, welche mit pGL3 basic (pGL3) als Leervektor transfiziert

wurden.
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Abbildung 3-3: Bestimmung der bmp4 Promotoraktivitat in HCC-Zellen. Die Durchfiihrung
des Reportergen-Assays (Luziferase Assay) zeigte eine starke Aktivitat des bmp4 Promotors in
HCC-Zelllinien, welche mit einem bmp4 Promotor-Reporterkonstrukt transfiziert wurden.

Zur ldentifikation von Transkriptionsfaktoren, welche potentiell fir die gesteigerte bmp4

Promotoraktivitdt im HCC verantwortlich sein kénnten, wurden computerbasierende
Analysen des bmp4 Promotors durchgefihrt. Diese Promotorstudien zeigten zwei
Bindestellen fur Ets-1 sowie eine weitere Bindestelle fir HIF-1a (,hypoxia-inducible factor)

(Abb. 3-4).
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Abbildung 3-4: Darstellung der

TTTTGGAAGG
TGCACACAGC
TTAAACCGAT
TAATTACTCA
ACACTAAACT

CGGTGCATGC

GAGCTGGAGG
CTTCCGGGAC

GCTCCCATCC
GGAAGAGGAG
CGAGAAGGCA
TGAGTGTGGC

AAATTCACCT
CTGTTTCTCA
CCAACAGCTC
GGGTARAATGG
CAGGGAAGCC
Ets-1
TTTCTAGTAC

CAGCGGCGTC
CCGGGCCTGC

CCAGAAAGGG
GAGGAAGGAA
GAGGAGGAGG
ATCCGAG

TTTAACAGCC
ACGTTTGGAA
CTTTCTCCAT
TGATTACTCA
CAGACTCCCA

CTCCGCACGT

CAAGAGGTAT
ATCTTTTAAC
AACCTGATTT
GTGTTTTAAT
TGGGTATTTT

GGTCCCCAGG

CCAGCTCCGA
TAGGCGAGGT

HRE

CGGCAGCTGC
CGGGCGGCTG

CTCTCTCTGG
AGTTTATGGA
TAGAGGTGTT
CATCAGTTTG
TGGAAGGTAC
Ets-1
TGAGCCCCAG

GGACTCGGGC
GAGGGGAGGA

—  Transkriptions-Start
AGGCGAGCGA GGGAGGAGGG AAGGAGGGAG
AGAAAGAAAG CGAGGGAGGG AAAGAGGAGG
GAGGGAGGGA AGGAGCGCGG AGCccaacecece

CACACAGTTC
AGGCCACCTT
TCATTATCTC
GGCAGCAGTT
GGCGACTAGT

CCGCTTCCCA

GCTGCCTGGG
TGTGGGCGGG

GGGCCGCCGG
AAGGAAGATG
GGAAGCTAGG

bmp4 Promotorsequenz mit den potentiellen

Transkriptionsfaktorbindestellen. Durch bioinformatische Analysen des humanen bmp4
Promotors konnten Bindestellen fir Ets-1 (rot, kursiv geschrieben) und ein ,hypoxia-responsive
element” (HRE; blau, fett geschrieben) identifiziert werden.
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Da das HCC eher ein hypoxisches Gewebe darstellt, innerhalb welchem es bekanntermalien
zur Stabilisierung von HIF-1a kommt (siehe Einleitung 1.3.3), wurde in initialen Analysen
hauptsachlich HIF-1a als mdglicher Regulator der BMP4 Expression untersucht.

Hierzu erfolgte eine Analyse der HIF-1a Proteinexpression in den HCC-Zelllinien, welche
unter normalen bzw. hypoxischen Bedingungen kultiviert wurden, um sicherzustellen, dass
die Zellen fir Untersuchungen der HIF-abhangigen Genexpression geeignet sind. Dazu
wurden Hep3B und PLC Zellen fur 24 Stunden mit DP (2,2’-Dipyridyl, 100 pM), einem
Hypoxie-induzierenden Agens, behandelt. DP fihrt zur Inhibierung der Prolylhydroxylase
indem es den von dieser benétigten Ko-Faktor Eisen komplexiert und dadurch die
Degradation von HIF-1a verhindert (siehe 4.1.1). Es zeigte sich, dass auf Proteinebene
mittels Western Blot mit einem HIF-1a spezifischen Antikorper in Hep3B und PLC Zellen
nach der Stimulation mit DP Banden detektiert werden konnten, in unbehandelten Zellen
jedoch nicht (Abb. 3-5).

HIF-1a -— -
R-Aktin .-~|
= + - 4+ DP

Hep3B PLC

Abbildung 3-5: Analyse der HIF-1a Expression in HCC-Zelllinien nach der Induktion von
Hypoxie. Nach der Behandlung der HCC-Zellen mit DP (2,2’-Dipyridyl) als Hypoxie-
induzierendes Agens, konnte im Western Blot eine starke Expression von HIF-1a Protein
festgestellt werden, wahrend unbehandelte Zellen keine Expression zeigten.

Um im Weiteren die bmp4 Promotoraktivitdt in Abhangigkeit von der HIF-1a Induktion
untersuchen zu kdnnen, wurden Hep3B und PLC Zellen, welche zuvor mit einem bmp4
Promotor-Reporterkonstrukt transfiziert worden waren, mit DP behandelt. AnschlielRend
wurde die bmp4 Promotoraktivitdt in den behandelten Zellen mittels Luziferase Assays
bestimmt. Es konnte in beiden HCC-Zelllinien eine Steigerung der bmp4 Promotoraktivitat
als Folge der DP Behandlung festgestellt werden. Zum Nachweis, dass die gesteigerte
Promotoraktivitat auf einem Hypoxie-induzierten Effekt beruht, wurde ein dominant negatives
HIF-1a Expressionskonstrukt (dnHIF1) ko-transfiziert. Durch diese Ko-Transfektion mit
dominant negativen HIF-1a konnte eine Inhibierung der DP-induzierten bmp4 Promotor-
aktivitat erzeugt werden (Abb. 3-6 A). Dieser inhibitorische Effekt war lberraschenderweise
starker als der aktivierende Einfluss der DP Behandlung auf die bmp4 Promotoraktivitat. Es
stellte sich deshalb die Frage, ob der von HIF-1a ausgelibte Effekt auf einer direkten
Bindung von HIF-1a an die HRE Sequenz des bmp4 Promotors beruht oder ob es sich um
einen sekundaren Effekt handelt.

Zur Uberpriifung, ob eine direkte Bindung von HIF-1a an das ,hypoxia-responsive element*

(HRE) des bmp4 Promotors erfolgt, wurden Gelshift-Assays (EMSA) mit einem radioaktiv
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markierten doppelstrangigen Oligonukleotid, welches die HRE Bindestelle des bmp4
Promotors enthalt, durchgefiihrt. Da die Bindung von HIF-1a an HRE Sequenzen in vivo nur
im Komplex mit der HIF-18 Untereinheit mdglich ist, wurde zur Kontrolle der Bindung ein in-
vitro Translatat (IVTT) bestehend aus einer HIF-1a und einer HIF-13 Untereinheit generiert.
Wie zu erwarten, konnte in dem Shift Ansatz, in welchem das radioaktiv markierte BMP4
(HRE) Oligonukleotid zusammen mit dem in-vitro Translatat inkubiert wurde, eine Bande
detektiert werden. Dies bedeutet, dass es zu einer Bindung des HIF-Komplexes an die HRE
Sequenz des Oligonukleotids kam (Abb. 3-6 B).

Wurden in den Bindungsstudien hingegen Kernextrakte der HCC-Zellen eingesetzt, konnte
lediglich eine schwache DNA-Protein-Interaktion festgestellt werden (Abb. 3-6 B). Selbst
nach der Kultivierung der HCC-Zellen unter hypoxischen Bedingungen (induziert durch DP
Behandlung), zeigten sich keine gesteigerten Bindungsaffinitidten (Abb. 3-6 B). Eine direke
Bindung des Transkriptionsfaktors HIF-1a an die HRE Sequenz des bmp4 Promotors in vivo
konnte somit ausgeschlossen werden.

Da untersucht werden sollte, ob generell eine Induktion der BMP4 mRNA Expression unter
hypoxischen Bedingungen erfolgt, wurden Hep3B Zellen in einer Zeitreihe flir unterschiedlich
lange Zeitraume (2h, 6h, 24h und 48h) mit DP behandelt. Wie in Abbildung 3-6 C zu sehen,
zeigten die gqRT-PCR Analysen keine Veranderung der BMP4 mRNA Expression nach zwei
und sechs Stunden Behandlungsdauer, wohingegen nach 24 und 48 Stunden DP
Stimulation, eine verstarkte BMP4 Expression feststellbar war. Diese Ergebnisse konnten auf
Proteinebene durch BMP4 ELISAs bestatigt werden (Abb. 3-6 D). Zusammenfassend zeigen
diese Ergebnisse, dass zwar eine Induktion der BMP4 Expression unter hypoxischen
Bedingungen erfolgt, diese aber nicht durch eine direkte Bindung des Transkriptionsfaktors

HIF-1a an das HRE-Element des bmp4 Promotors vermittelt wird.
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Abbildung 3-6: Einfluss hypoxischer Bedingungen auf die bmp4 Promotoraktivitat bzw.
BMP4 Expression. Forsetzung und Erklarung der Abbildung auf der nachsten Seite.
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Abbildung 3-6: Einfluss hypoxischer Bedingungen auf die bmp4 Promotoraktivitat bzw.
BMP4 Expression. (A) Nach Behandlung der HCC-Zelllinien mit DP konnte eine erhdhte
Luziferase-Aktivitat des bmp4 Promotorkonstruktes festgestellt werden. Durch Ko-Transfektion
eines dominant negativen HIF-1a Expressionskonstruktes (dnHIF1) zur Hemmung des DP-
induzierten Effektes, erfolgte eine Reduktion der Promotoraktivitat Uber diesen induzierten
Effekt hinaus. (B) Bindungsstudien, die mit Hilfe eines Elektromobilitdts-Shift Assays durch-
geflhrt wurden, zeigten unter Verwendung des radioaktiv markierten Oligonukleotids, welches
die Sequenz der HRE Bindestelle des bmp4 Promotors enthalt (Spur 1), eine Komplexbildung
mit dem in-vitro Translatat (bestehend aus einer HIF-1a und einer HIF-1 Untereinheit; Spur 2).
Allerdings konnte bei Verwendung von Kernextrakten nur eine sehr schwache Bindung
festgestellt werden (Spur 3/5), welche des Weiteren nicht durch Behandlung mit DP verstarkt
werden konnte (Spur 4/6). Der Pfeil markiert die Héhe auf der die DNA-Protein Komplexe
detektiert wurden. (C) Die Quantifizierung der BMP4 mRNA Expression in DP behandelten
Zellen mittels qRT-PCR zeigte erst nach 24 bzw. 48 Stunden DP Behandlung eine 2 bis 3-
fache Induktion der Expression. (D) Die Durchfihrung eines BMP4 ELISAs bestatigte diese
Ergebnisse auf Proteinebene. Nach 48 Stunden DP Behandlung konnte eine Steigerung der
BMP4 Konzentration in Proteinlysaten von HCC Zelllinien im Vergleich zu den unbehandelten
Zelllinien festgestellt werden.

Da die in Abbildung 3-4 graphisch dargestellten Promotorstudien neben einer HIF
Bindestelle auch auf Ets-1 Bindestellen im bmp4 Promotor hinwiesen und weiterhin bekannt
ist, dass Ets-1 als Aktivator der BMP4 Transkription im malignen Melanom fungiert
(Rothhammer et al. 2005) und selbst durch Hypoxie reguliert werden kann (Oikawa et al.
2001), sollte nun Ets-1 als potentieller, Hypoxie-induzierter Regulator der BMP4 Expression
im HCC untersucht werden.

Hierflr wurde zuerst ein Ets-1 Aktivitats-Reporterkonstrukt in die HCC-Zelllinien eingebracht,
wodurch in Luziferase Assays eine erhohte Ets-1 Aktivitat in beiden HCC Zelllinien
festgestellt werden konnte. AnschlieRend wurde zusatzlich eine Stimulation der Zellen mit
dem Hypoxie-induzierenden Agens DP durchgeflihrt, um zu untersuchen, ob diese eine
weitere Zunahme der Ets-1 Aktivitat zur Folge hat. Es konnte eine 4 bis 6-fache Ets-1

Aktivitatssteigerung in DP behandelten HCC-Zellen beobachtet werden (Abb. 3-7 A). Diese
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konnte durch die Ko-Transfektion des dominant negativen HIF-1a Expressionskonstruktes
vollstandig aufgehoben werden.

Diese Ergebnisse lielen eine direkte Regulation von Ets-1 durch HIF-1a vermuten. Daher
sollte im Folgenden gezeigt werden, dass die Aktivierung von Ets-1 fur die Hypoxie-
induzierte BMP4 Expression verantwortlich ist. Hierzu wurden Effekte einer verstarkten Ets-1
Expression (durch Einbringen eines Ets-1 Expressionskonstruktes) sowie einer verminderten
Ets-1 Expression (durch Einbringen eines antisense Ets-1 Konstruktes) auf die bmp4
Promotoraktivitat untersucht (Abb. 3-7 B). Es zeigte sich, dass eine verstarkte Ets-1
Expression zu einer erhéhten bmp4 Promotoraktivitat in den PLC Zellen, welche unter
normoxischen Bedingungen kultiviert wurden, fiihrte. Diese Induktion war nicht durch eine
zusatzliche Behandlung der PLC Zellen mit DP steigerbar. Im Gegensatz dazu wurde durch
die Transfektion mit dem asEts-1 Konstrukt (antisense Ets-1) die Promotoraktiviat unter
normoxischen Bedingungen stark vermindert. Unter hypoxischen Gegebenheiten erfolgte
durch Transfektion des asEts-1 Konstruktes eine vollstandige Hemmung der DP-induzierten

bmp4 Promotoraktivitat.
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Abbildung 3-7: Untersuchung des Einflusses von Ets-1 auf die Hypoxie-induzierte bmp4
Promotoraktivitat. (A) Die Behandlung von HCC-Zelllinien mit DP resultierte in einer Induktion
der Ets-1 Aktivitat, wobei diese durch die Ko-Transfektion des dominant negativen HIF-1a
Konstruktes vollstdndig gehemmt werden konnte. (B) Durch Transfektion eines Ets-1
Expressionskonstruktes konnte die bmp4 Promotoraktivitat in PLC Zellen um das 4 bis 5-fache
erhdoht werden, wobei dies der Aktivitatssteigerung des bmp4 Promotors nach der DP
Behandlung entspricht. Die Ko-Transfektion eines antisense Ets-1 Konstruktes (asEts-1) zeigte
eine vollstdndige Hemmung der Luziferase-Aktivitdt unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen.

Zusammenfassend ergibt sich somit, dass unter normoxischen Bedingungen die endogene

Ets-1 Aktivitdt zwar zu der BMP4 Expressionsstarke beitragt, unter hypoxischen Be-
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dingungen Ets-1 hingegen als Hauptregulator fur die HIF-abhangige Induktion der BMP4

Expression fungiert.

3.1.3 Funktion von BMP4 im hepatozellularen Karzinom

Um die Rolle von BMP4 im HCC in funktionellen Studien analysieren zu kénnen, wurden
zwei unterschiedliche Methoden zur Inhibierung der BMP4 Expression gewahlt. Zum einen
wurden siRNAs gegen BMP4 verwendet (siBMP4_1, siBMP4_2; siehe 5.1.7.3), zum anderen
erfolgte die Transfektion der HCC-Zelllinien mit einem antisense BMP4 Konstrukt (asBMP4).
Beide Varianten fiuhrten zu einer spezifischen Inhibierung der BMP4 Expression um 50 bis
80% (Abb. 3-8).
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Abbildung 3-8: Inhibierung der BMP4 Expression mit Hilfe von siRNAs gegen BMP4 oder
eines antisense BMP4 Konstruktes. Die qRT-PCR Analysen zur Kontrolle der Transfektions-
effizienz zeigten eine um 50 bis 80 % verminderte BMP4 mRNA Expression nach der
Transfektion mit zwei verschiedenen siRNAs (siBMP4_1, siBMP4_2) oder einem antisense
BMP4 Konstrukt (asBMP4).

Anfangs wurde der Effekt der BMP4 Expression auf die Invasivitat der Hep3B und PLC
Zellen untersucht. Hierzu wurden Boydenkammer-Assays durchgefiihrt, in welchen, die mit
zwei verschiedenen siRNAs gegen BMP4 ftransfizierten HCC-Zellen ein vermindertes
Migrationspotential im Vergleich zu den Kontroll-transfizierten Zellen zeigten (Abb. 3-9 A).
Des Weiteren konnte eine verminderte Invasionsfahigkeit der asBMP4 transfizierten HCC-
Zellen festgestellt werden (Abb. 3-9 B). Allerdings zeigten die HCC-Zellen nach der
Transfektion mit siBMP4 im Vergleich zu den Kontroll-Transfektionen keine eindeutigen

Unterschiede in ihrem Proliferationsverhalten (Abb. 3-9 C, siehe Diskussion 4.1.2).
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Zur Durchfihrung der im Folgenden beschriebenen Experimente wurde das asBMP4
Konstrukt verwendet und nur noch die gegen BMP4 gerichtete siRNA Nummer zwei

(siBMP4_2), da diese eine starkere Inhibierung der BMP4 Expression ermoéglicht (siehe Abb.

3-8).

Wie in Abbildung 3-10 dargestellt, wurde des Weiteren die Fahigkeit der transfizierten PLC
Zellen zur Matrix-unabhangigen Bildung von Kolonien in Softagar (,anchorage-independent
growth®) mit Hilfe des ,Colony-Forming Assays“ untersucht. Dabei bildeten siBMP4 bzw.

asBMP4 transfizierte PLC Zellen eine geringere Anzahl an Kolonien, die zudem einen
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Abbildung 3-9: Einfluss von BMP4 auf
das Migrations-, Invasions- und
Proliferationsverhalten von HCC-Zellen.
(A) Die Transfektion von siRNAs gegen
BMP4 bewirkte eine verminderte Migration
der HCC-Zelllinien in Boyden-Kammer
Versuchen. (B) Im Rahmen von Unter-
suchungen des Invasionsverhaltens von
HCC-Zellen, zeigten diese nach der
Transfektion mit  antisense BMP4
(asBMP4) eine verringerte Invasivitat. (C)
Bei Untersuchungen des Proliferations-
verhaltens konnten keine eindeutigen Ver-
anderungen festgestellt werden.

kleineren Durchmesser aufwiesen im Vergleich zu Kontroll-transfizierten PLC Zellen aus.
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Abbildung 3-10: Fahigkeit der HCC-Zellen zur Matrix-unabhangigen Bildung von
Kolonien in Softagar. Die Durchfiihrung eines ,,Colony-Forming Assays* zeigte inhibitorische
Effekte der Transfektion von PLC Zellen mit asBMP4 und siRNA gegen BMP4 auf das Matrix-
unabhangige Wachstum. Dies konnte anhand der im Vergleich zu den korrespondierenden
Kontrollzellen verminderten Anzahl sowie des ebenfalls verminderten Durchmessers der
Kolonien festgestellt werden. Im linken Teil der Abbildung ist graphisch das Ergebnis der
Vermessung des Durchmessers jeweils zehn reprasentativer Kolonien dargestellt.

Es ist bekannt, dass das hepatozellulare Karziom ein hypervaskularer Tumor ist, dessen
Progression sowie die damit verbundene Prognose sehr stark vom Ausmall der Gefald-
versorgung des Tumors abhangen (Wu 2008). Weiterhin konnte in unserer Arbeitsgruppe vor
kurzem gezeigt werden, dass BMPs im malignen Melanom, welche von Melanomzellen in
die Tumorumgebung sezerniert werden, die Neoangiogenese in diesem Tumortyp férdern
(Rothhammer et al. 2007). Bislang erfolgten allerdings im HCC noch keine Untersuchungen
inwiefern von HCC Zellen sezerniertes BMP4, als proangiogenetischer Faktor wirken kann
und so die Einsprossung von Kapillaren bzw. Gefal3en in das Tumorgewebe dieses Tumors
beginstigen kann.

Um eine Funktion von BMP4 als proangiogenetischer Faktor im HCC zu analysieren, wurden
Tubenformations-Assays durchgefihrt, im Rahmen welcher Endothelzellen (HMEC, ,human
microvaskular endothelial cells®) mit Zellkulturiiberstanden von siRNA bzw. antisense BMP4
transfizierten PLC Zellen behandelt wurden. Die Inkubation von HMECs mit Uberstéanden
von siBMP4 bzw. asBMP4 transfizierten PLC Zellen fihrte zu einer verminderten Ausbildung
gefaRartiger Strukturen im Vergleich zu der Inkubation mit den Uberstanden von Kontroll-
transfizierten Zellen (Abb. 3-11 A). Die Quantifizierung erfolgte dabei durch das Auszahlen
der Tuben im Anschluf} an die jeweilige Behandlung (Abb. 3-11 B).
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Abbildung 3-11: Untersuchung der Tubenbildung von Endothelzellen bei verminderter
BMP4 Expression der HCC-Zellen. (A) Die Quantifizierung der Gesamt-Tubenanzahl zeigte
eine stark verminderte Fahigkeit zur Tubenbildung von humanen Endothelzellen (HMECs),
welche mit den Uberstanden von asBMP4 und siBMP4 transfizierten PLC Zellen behandelt
wurden. (B) In Phasenkontrastaufnanmen von Endothelzellen, welche mit den Uberstanden
der siBMP4 und asBMP4 transfizierten PLC Zellen behandelt worden waren, konnten nur
vereinzelt Tuben festgestellt werden. Im Gegensatz dazu war bei den HMECs, welche mit
Uberstanden von Kontroll-transfizierten Zellen behandelt worden waren, ein vollstandiges
Tubennetzwerk ausgebildet.

Da diese Ergebnisse eine proangiogenetische Funktion von BMP4 im HCC aufzeigten, sollte
im Folgenden versucht werden, einen Zusammenhang zwischen der BMP4 Expression im
Gewebe und dem Ausmafll der in diesem Gewebe vorherrschenden Vaskularisierung
herzustellen. Dazu wurde die Expression des endothelialen Markers CD31 (Hillen et al.
2006) in eben jenen HCC-Gewebeproben, welche auch fir die Bestimmung der BMP4
Expression verwendet worden waren, analysiert. Allerdings konnten dabei sowohl in vitro,
bei der Bestimmung der mRNA Expression von CD31 in den 39 HCC-Gewebeproben als
auch in situ in immunhistochemischen Farbungen keine signifikanten Korrelationen zur
BMP4 Expression festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Dennoch ist es sehr gut
vorstellbar, dass die Visualisierung durch einen Marker zu einem definierten Zeitpunkt nur
begrenzt aussagefahig ist, da der Angiogeneseprozess eines Tumors sehr dynamisch
verlauft. Obwohl die BMP4 Expression unter hypoxischen Bedingungen stark ansteigt, liegen
zu diesem Zeitpunkt vermutlich noch normale CD31 Spiegel vor, da der Prozess der
Vaskularisierung erst eine Folge der hohen BMP4 Expression ist. Wohingegen eine hohe
CD31 Expression, als Marker fir eine vollstandig ausgebildete Neovaskularisierung, eher mit
einer relativ normalen Sauerstoffversorgung des Gewebes assoziiert ist, was wiederum

geringere BMP4 Expressionsspiegel bedingt.
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Zusammenfassend lasst sich folglich sagen, dass die BMP4 Expression nicht nur die
Invasion und Migration von HCC-Zellen férdert, sondern auch zu matrix-unabhangigen
Wachstum der HCC-Zellen und der Neoangiogenese des Tumors beitragt (siehe Diskussion
4.2.1).

3.2 Die Bedeutung der BMPs fiir die Regulation des Eisenstoffwechsels

Zusatzlich zu der wesentlichen Beteiligung der BMPs an der Karzinogenese verschiedenster
Tumore (Hsu et al. 2005, Katoh 2007, Hardwick et al. 2008) ist weiterhin bekannt, dass der
BMP-Signalweg entscheidend an der Regulation des Eisenstoffwechsels beteiligt ist (Babitt
et al. 2006, Babitt et al. 2007, Lin et al. 2007, Xia et al. 2008). Durch die Bindung von BMPs
an die entsprechenden Rezeptoren, wird die BMP/Smad-Signalkaskade in der Leber
aktiviert. Diese flhrt zu einer gesteigerten Hepcidin Expression, welche durch die
Internalisierung und Degradation von Ferroportin die intestinale Eisenaufnahme limitiert
(siehe Kapitel 1.5.3).

Untersuchungen in vitro konnten bereits eine Regulation der Hepcidin Expression durch
BMP2, 4, 6 und 9 aufzeigen (siehe 1.5.3). Allerdings war bislang unklar, welches BMP
Molekul spezifisch die Hepcidin Expression in vivo reguliert und auf welche Weise der BMP-
Signalweg durch veranderte Eisenspiegel moduliert werden kann, um die Eisenhomdostase
aufrechtzuerhalten.

Die im folgenden Teil dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen erfolgten in
Zusammenarbeit mit Frau Dr. Stephanie Arndt (Molekulare Pathologie, Universitatsklinikum

Regensburg), wobei von ihr alle in vivo Experimente durchgefuhrt wurden.

3.2.1 Einfluss der BMP6 Expression auf den Eisenstoffwechsel

Bei einem Vergleich der Phanotypen von 129Sv/Ev BMP6 Wildtyp (BMP6"*) und BMP6
Knockout M&usen (BMP6”) konnte von Frau Arndt eine mit dem Alter der Mause
zunehmende Eiseneinlagerung in die Leber der BMP6 defizienten Mause im Vergleich zu
den Wildtyp Mausen beobachtet werden. Dabei zeigten histochemische Eisenfarbungen der
Leber von BMP6 defizienten Mausen im Alter von 2 bis 3 Monaten noch keine Eisen-
einlagerungen, wahrend ab dem 5. bis 6. Monat eine starke granulare Eisenakkumulation in
der Leber erfolgte. In den BMP6 Wildtyp Mausen konnten keine pathologischen Ver-
anderungen festgestellt werden (Abb. 3-12).
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Abbildung 3-12: Untersuchung der Eiseneinlagerung in der Leber der BMP6 Wildtyp
(BMPG""’) und BMP6 Knockout (BMP6"') Méause mit zunehmendem Alter. Eisenfarbungen
an Lebergewebeschnitten von BMP6 Knockout Mausen ab dem 5. bis 6. Monat zeigten
massive granulare Eiseneinlagerungen in allen Bereichen der Leber. Ab dem 8. Monat konnte
man bereits eine von der Leber ausgehende Eisenablagerung in den Makrophagen feststellen
(Arndt et al. 2009), wohingegen die Wildtyp Mause keine pathologischen Veranderungen
aufwiesen.

In Analogie wurden neben den histologischen Eisenfarbungen der jeweilige Eisengehalt und
der Hepcidin-Spiegel in der Leber der Mause bestimmt. Dabei zeigten die BMP6 Knockout
Mause im Alter von 2 bis 3 Monaten ebenfalls keine Veranderung des Eisengehalts und der
Hepcidin Expression der Leber im Vergleich zu den BMP6 Wildtyp Mausen. Ab dem 5. bis 6.
Monat konnte jedoch bei den BMP6 Knockout Mausen eine signifikante Zunahme des
Eisengehalts der Leber, welcher mit einem abnehmenden Hepcidin Expressionsniveau
korrelierte, beobachtet werden. In den BMP6 Wildtyp Mausen des gleichen Alters hingegen
konnten keine Veranderungen der Hepcidin Expression und folglich des Eisengehalts
festgestellt werden (Arndt et al. 2009).

Obwohl sich in der Vergangenheit bereits viele Studien mit dem komplexen regulatorischen
Mechanismus zur Aufrechterhaltung der Eisenhomdostase beschaftigten, blieb bis dato
ungeklart, wie veranderte Eisenspiegel Einfluss auf die Regulation der Hepcidin Expression
nehmen konnen. Da die oben beschriebenen Ergebnisse auf eine Rolle von BMP6 als
entscheidenden Regulator des Eisenstoffwechsels hinwiesen, sollten im Folgenden die
Hepcidin-Level in Abhangigkeit von der BMP6 Expression untersucht werden sowie der
Einfluss von erhdhten und verminderten Eisenspiegeln auf den Eisengehalt der Leber.
Hierzu wurden BMP6 Wildtyp und BMP6 Knockout Mause im Alter von 2 bis 3 Monaten
verwendet, da wie oben beschrieben zu diesem Zeitpunkt bei den BMP6 defizienten Tieren

noch keine pathologischen Veranderungen des Eisenstoffwechsels vorlagen. Die Mause
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wurden Uber eine Dauer von drei Wochen mit Eisen-angereicherten, Eisen-defizienten oder
den Standard-Futtermitteln geflttert. Nach der 3 wochigen Gabe des Eisen-angereicherten
Futters konnte durch die histochemische Berliner-Blau Farbung (zum Eisennachweis nach
Perls) in den BMP6 Knockout Mausen eine verstarkte Eiseneinlagerung in den Hepatozyten,
ausgehend von der periportalen Zone festgestellt werden (Abb. 3-13). Im Gegensatz dazu
zeigten die BMP6 Wildtyp Mause in den Hepatozyten keine veranderten Eiseneinlagerungen
im Vergleich zu den Mausen, welche das Standard-Futter erhielten. Quantitative RT-PCR
Analysen zeigten eine signifikant hdhere Hepcidin Expression in den BMP6 Wildtyp Mausen
nach der Gabe von Eisen-reichen Futtermitteln auf, wohingegen es in den BMP6 Knockout
Mausen zu keiner Veranderung der Hepcidin Expression kam (Arndt et al. 2009).

In Analogie zu diesem Ergebnis konnte in den BMP6 Wildtyp Mausen, die Eisen-defizientes
Futter erhalten hatten, eine verminderte Hepcidin Expression im Vergleich zu den mit
Standard-Futter versorgten Mausen beobachtet werden. Auch hier zeigten die BMP6
Knockout Mause keine Veranderung der Hepcidin Expression, welche generell sehr schwach
war (Arndt et al. 2009).

Standard Futter Eisen-defizientes Futter  Eisen-reiches Futter
k“ ‘
) ;l.‘\
BMPEH BMPG** BMPR6*

Pk T
s A % J

f 9

. Fivig #0290
'BMP6" BMP6- BMPG:

Abbildung 3-13: Untersuchung der Eiseneinlagerung in der Leber von BMP6 Wildtyp
bzw. BMP6 Knockout Mdusen nach Gabe von Futtermitteln mit unterschiedlichen Eisen-
gehalt. Mause im Alter von 2 bis 3 Monaten wurden fir 3 Wochen mit Eisen-angereichertem
Futter versorgt. Histochemische Berliner-Blau Farbungen der Lebergewebe-proben zeigten
eine starke Eisenakkumulation in den Hepatozyten der BMP6 Knockout Mause, wohingegen
die Lebern der Wildtyp Mause keine Veranderungen des Eisengehalts aufwiesen. Nach 3
wochiger Futterung des Standard Futtermittels bzw. des Eisen-defizienten Futtermittels zeigten
Eisen-Farbungen keine wesentlichen Unterschiede der Eiseneinlagerungen in der Leber von
BMP6 Knockout bzw. BMP6 Wildtyp Mausen.

Die unterschiedlichen Auswirkungen einer erhdhten Eisenzufuhr auf die Hepcidin Expression

in BMP6 Wildtyp bzw. Knockout Mausen konnten durch die intravendse Injektion von Eisen
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in die Tiere bestatigt werden. Vier bis acht Stunden nach erfolgter Injektion wurde die Leber
und der Dunndarm aus den Mausen entnommen und entsprechend der jeweiligen
Verwendung aufgearbeitet. Dabei zeigten gRT-PCR Analysen der Leber der BMP6 Wildtyp
Mause eine im Zeitverlauf ansteigende Hepcidin Expression, wahrend in den BMP6
Knockout Mausen keine Veranderung der Hepcidin mRNA Expression im Vergleich zu der
Kontroll-Injektion mit einer Dextranldsung vorlag (Abb. 3-14).
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Abbildung 3-14: qRT-PCR Analyse der Hepcidin Expression in der Leber von BMP6
Wildtyp bzw. BMP6 Knockout Mausen nach der Injektion von Eisendextran. Vier bis acht
Stunden nach der intravendsen Injektion von Eisendextran konnte in der Leber von BMP6
Knockout Mausen keine gesteigerte Hepcidin Expression im Vergleich zu der Kontroll-Injektion
mit einer Dextranlosung festgestellt werden. Dahingegen erfolgte in der Leber von BMP6

Wildtyp Mausen eine signifikante Steigerung der Hepcidin mRNA Expression nach der
Injektion von Eisendextran.

Dies lasst vermuten, dass BMP6 in Abhangigkeit vom Eisengehalt exprimert wird und im
Folgenden durch die Regulation der Hepcidin Expression in der Leber die Eisenhomdostase
in vivo aufrechterhalten kann (siehe Diskussion 4.2).

3.2.2 Zellulare Lokalisation der BMP6 Expression

Zwar konnte in vorherigen Versuchen gezeigt werden, dass BMP6 in Abhangigkeit des
Eisenspiegels exprimiert wird, allerdings blieb dabei unklar, welcher Zelltyp fir die
Expression von BMP6 verantwortlich ist. Da seit langem eine zentrale Funktion der Leber
und des Dunndarms bei der Regulation des Eisenstoffwechsels bekannt ist (Batts 2007,
Edison et al. 2008, Kautz et al. 2008), wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
Untersuchungen zur Induktion der BMP6 Expression unter Verwendung verschiedener

Gewebe bzw. Zellen der Leber und des Dinndarms durchgefiihrt. Dabei erfolgten zu Beginn
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Analysen verschiedener Zelltypen der Leber, da der BMP-Signhalweg in der Leber die
Regulation der Hepcidin Expression vermittelt (Babitt et al. 2006, De Domenico et al. 2007).
Nachdem Hepatozyten (HEP), hepatische Sternzellen (HSZ) und Kupfferzellen (KZ) bereits
als mogliche Zelltypen der BMP6 Expression beschrieben worden waren (Knittel et al. 1997,
Kautz et al. 2008), erfolgte die Isolierung dieser Zellen aus der murinen Leber von 129Sv/Ev
Wildtyp Mausen (freundlicherweise von Dr. Christoph Dorn, Innere Medizin I, Universitats-
klinikum Regensburg durchgefuhrt).

Nachdem die Resorption von Eisen sowohl in ionischer Form (als zweiwertiges Eisen) im
Darmlumen als auch direkt in die jeweiligen Zellen in Transferrin-gebundener Form (siehe
Einleitung 1.5.1, 1.5.2) mdglich ist, wurden die Leberzellen zur Induktion der BMP6
Expression zum einen mit Eisensulfat (FeSO4) und zum anderen mit holo-Transferrin (h-
Transferrin; h-Tf) behandelt. Je nach geplanter Aufarbeitung der Proben, wurde eine
Behandlungsdauer von einer Stunde (zur Isolierung von RNA) bzw. drei Stunden (zur
Herstellung von Proteinlysaten) gewahlt.

AnschlieRend durchgefiihrte qRT-PCR Analysen zeigten weder in den isolierten Hepatozyten
noch in den Kupfferzellen oder den hepatischen Sternzellen eine Steigerung der BMP6
mMmRNA Expression nach der Behandlung mit Eisensulfat bzw. holo-Transferrin im Vergleich
zu PBS behandelten Kontroll-Zellen (Abb. 3-15 A). Auch Untersuchungen der Hepcidin
mRNA Expression lieRen nach Behandlung mit Eisensulfat oder holo-Transferrin keine
veranderten Hepcidin-Spiegel im Vergleich zu den PBS behandelten Zellen erkennen (Abb.
3-15 B).
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Abbildung 3-15: Untersuchung der BMP6 bzw. Hepcidin mRNA Expression in murinen
Leberzellen nach deren Behandlung mit Eisensulfat (FeSO,) bzw. holo-Transferrin (h-
Transferrin). Die Hepatozyten (HEP), hepatischen Sternzellen (HSZ) und Kupfferzellen (KZ)
der BMP6 Wildtyp Mause wurden eine Stunde mit jeweils 50 yM Eisensulfat oder 50uM holo-
Transferrin behandelt. Quantitative RT-PCR Analysen zeigten weder eine Induktion der BMP6
mRNA noch der Hepcidin mRNA Expression nach Behandlung mit Eisensulfat bzw. holo-
Transferrin im Vergleich zu PBS behandelten Zellen.

Diese Ergebnisse konnten durch ex vivo Untersuchungen bestatigt werden. Hierzu wurden

Leberstiicke vergleichbarer GroéRe von BMP6 Wildtyp Mausen mit Eisensulfat oder holo-
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Transferrin behandelt (analog zu den Leberzellen, siehe oben). Auch in diesem Versuchs-
aufbau konnte keine gesteigerte BMP6 bzw. Hepcidin mRNA Expression in den Leberzellen
nach Behandlung festgestellt werden (Abb. 3-16 A & C). Western Blot Analysen zeigten
keine Veranderung der BMP6 Proteinexpression nach Behandlung der Gewebe-sticke mit
Eisensulfat oder holo-Transferrin (Abb. 3-16 B).
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Abbildung 3-16: Untersuchung der BMP6 bzw. Hepcidin Expression in murinen
Lebergewebestiicken nach deren Behandlung mit Eisensulfat bzw. holo-Transferrin.
(A)&(B) Sowohl Analysen auf mRNA (gRT-PCR) als auch auf Proteinebene (Western Blot)
zeigten keine Veranderungen der BMP6 Expression in Lebergewebeproben von BMP6 Wildtyp
Mé&usen, welche mit Eisensulfat bzw. holo-Transferrin (h-Tf) behandelt wurde (im Vergleich zu
den PBS behandelten Geweben). Im Western Blot diente 3-Aktin als Ladekontrolle. (C) Es
konnte keine Steigerung der Hepcidin mRNA Expression in den Geweben nach der
Behandlung festgestellt werden (QRT-PCR).

Um eine mdgliche Induktion der BMP6 Expression als Folge einer erhdhten Eisenaufnahme
in der Leber in vivo untersuchen zu kénnen, wurde den BMP6 Wildtyp Mausen Eisendextran
injiziert oder verschiedene Eisen-haltige Futtermittel gegeben. Weder im Anschluss an die
intravendse Injektion von Eisen-Dextran noch an die Fitterung von Eisen-angereicherten
oder Eisen-defizienten Futtermitteln konnte in den Lebern eine Veranderung der BMP6
Expression auf mRNA oder Proteinebene festgestellt werden. Auch immunhistochemische
Farbungen mit einem spezifischen anti-BMP6 Antikérper zeigten keine verstarkte BMP6
Expression in den Lebergewebeproben von BMP6 Wildtyp Mausen nach Eisendextran

Injektion oder Gabe von Eisen-angereicherten oder Eisen-defizienten Futtermitteln (Arndt et
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al. 2009). Dies weist darauf hin, dass in der Leber zwar die Modulation der Hepcidin
Expression und somit der Eisenhomdostase stattfindet, nicht aber die Eisen-abhangige
Expression von BMP6 zur Regulation dieser Vorgange (siehe Kapitel 4.2.1).

Da nicht nur die Leber eine wichtige Rolle bei der Regulation des Eisenstoffwechsels spielt,
sondern auch der Dinndarm, sollten in weiteren Analysen Zelltypen bzw. Gewebe des
Dinndarms untersucht werden, um den Ursprung der gesteigerten BMP6 Expression
lokalisieren zu kdnnen.

In Analogie zu den ex vivo Untersuchungen des Lebergewebes wurden gleich grof3e Dinn-
darmstiicke von BMP6 Wildtyp Mausen mit Eisensulfat oder holo-Transferrin (siehe oben)
behandelt. Dabei konnte sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene eine gesteigerte
BMP6 Expression als Folge der Behandlung detektiert werden. Quantitative RT-PCR
Analysen zeigten eine 4-fache Steigerung der BMP6 Expression nach der Behandlung mit
Eisensulfat und eine 2 bis 3-fache Steigerung durch die Stimulation mit holo-Transferrin im
Vergleich zu den PBS behandelten Dinndarmstiicken (Abb. 3-17 A). In Western Blot
Analysen war eine sehr starke Proteinexpression von BMP6 nach Behandlung mit
Eisensulfat bzw. holo-Transferrin detektierbar (Abb. 3-17 B).
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In vivo Untersuchungen an BMP6 Wildtyp Mausen bestatigten diese Ergebnisse. Nach der
intravendsen Injektion von Eisendextran bzw. durch Eisen-angereichertes Futter konnte eine
6 bis 7-fache Steigerung der BMP6 mRNA Expression in den Dinndarmgewebeproben von
BMP6 Wildtyp Mausen beobachtet werden, wobei diese Ergebnisse sich auf Proteinebene
bestatigen lieRen (Arndt et al. 2009).
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Zur exakten Identifizierung des BMP6 exprimierenden Zelltyps erfolgten anschlielend
immunhistochemische Farbungen an Schnitten von Dinndarmgewebeproben mittels eines
spezifischen anti-BMP6 Antikérpers. Die Gewebeproben stammten dabei von BMP6 Wildtyp
bzw. BMP6 Knockout Mausen, welche verschiedene Eisen-haltige Futtermittel bzw. Eisen-
Injektionen erhalten hatten. In den immunhistochemischen Farbungen des Dunndarm-
gewebes der behandelten BMP6 Wildtyp Mause konnte BMPG6 spezifisch in vereinzelten
Enterozyten der Dinndarmzotten (vor allem apikal) detektiert werden (Abb. 3-18). Dabei
konnte in den Becherzellen sowie den Zellen der Krypten des Dinndarms keine spezifische
BMP6 Farbung im Vergleich zum Dinndarm der BMP6 Knockout Mause, welche als

Negativkontrollen dienten, beobachtet werden (Abb. 3-18).

Standard Futter Eisen-defizientes Futter Eisendextran Eisen-reiches Futter

Abbildung 3-18: Immunhistochemische Farbungen von Diinndarmschnitten der BMP6
Wildtyp und BMP6 Knockout Mause zur Lokalisation der BMP6 Expression. Nach der
Injektion von Eisen oder der Gabe von Eisen-reichen Futtermitteln konnte in den Enterozyten
des Dinndarms von BMP6 Wildtyp Mausen (im Alter von 2 bis 3 Monaten) eine spezifische
BMP6 Farbung detektiert werden. Immunhistochemischen Untersuchungen des Dinndarms
der BMP6 Knockout Mause zeigten keine BMP6 Expression (Negativkontrolle).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass BMP6 infolge von erhdhten Eisenspiegeln in den
Enterozyten des Dinndarms exprimiert wird und anschlieBend durch die Aktivierung des
BMP-Smad Signalwegs in der Leber die Induktion der Hepcidin Expression vermittelt (siehe
Diskussion 4.2.1).

3.2.3 Untersuchung der BMP Effekte auf die Hepcidin Expression
Da Publikationen anderer Arbeitsgruppen weitere BMPs (BMP2, 4 und 9) als wichtige

Regulatoren der Hepcidin Expression beschrieben haben (siehe 3.2), sollte weiterhin

untersucht werden, ob BMP6 der Hauptregulator der Hepcidin Expression ist bzw. welches
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BMP Molekil die Hepcidin Expression am starksten induziert. Hierzu wurden in vitro
Versuche durchgefuhrt, in welchen primare murine Hepatozyten (HEP) Uber eine Dauer von
20 Stunden mit BMP2, 4, 6 oder 9 (Endkonzentration jeweils 100 ng/ml) behandelt wurden.
Quantitative RT-PCR Analysen zeigten zwar eine gesteigerte Hepcidin Expression nach der
Stimulation mit rekombinanten BMP2, 4 und 9 im Vergleich zu den unbehandelten
Hepatozyten, jedoch wurde die starkste Induktion der Expression durch Behandlung mit
rekombinanten BMPG6 erzielt (Abb. 3-19).
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Abbildung 3-19: Effekte der BMP2, 4, 6 und 9 Behandlung auf die Hepcidin Expression in
primaren murinen Hepatozyten. Fir diese in vitro Analysen wurden primare murine
Hepatozyten von BMP6 Wildtyp Mausen isoliert. Letztere wurden jeweils mit rekombinanten
BMP2, 4, 6 oder 9 (100 ng/ml) behandelt, wobei BMP6 die starkste Induktion der Hepcidin
Expression vermittelte.

Im Anschluss an diese Experimente stellte sich die Frage, ob in vivo Gberhaupt eine
Expression von BMP2, 4 und 9 im Dinndarm der Wildtyp Mause erfolgt und ob diese BMPs
des Weiteren in der Lage sind, bei Ausfall der BMP6 Expression, dessen regulatorische
Effekte auf die Hepcidin Expression zu kompensieren. Es konnte gezeigt werden, dass
BMP2, 4 und 9 beim Verlust der BMP6 Expression im Dinndarm zwar verstarkt exprimiert
werden, jedoch nicht den Phanotyp von BMP6 Wildtyp Mausen wiederherstellen kénnen
(Arndt et al. 2009).

Unter Berticksichtigung aller in diesem Abschnitt dargestellten Ergebnisse lasst sich ein
Modell entwerfen, in welchem ein erhdhter Eisenspiegel zur verstarkten BMP6 Expression im
Dinndarm flhrt. Im Folgenden ist BMP6 als Hauptregulator in der Leber in vivo fir eine

gesteigerte Hepcidin Expression zur Aufrecherhaltung der Eisenhomoostase verantwortlich.

-56 -



3. Ergebnisse

3.3 Die Rolle von BMP4 und BMP6 im Eisenstoffwechsel des HCCs

In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass BMP2, 4, 6 und 9 in vitro eine grof3e Rolle bei der
Regulation des Eisenstoffwechsels der Leber spielen (siehe Kapitel 1.5.3). Jedoch ist
neuesten Ergebnissen zufolge in vivo BMP6 der entscheidende Regulator zur Aufrecht-
erhaltung der Eisenhoméostase (Arndt et al. 2009).

Weiterhin lieien Untersuchungen, die im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit stattfanden,
eine starke BMP4 Expression im humanen hepatozellularen Karzinom erkennen, welche
entscheidend an der Progression dieses Tumors beteiligt ist (siehe Kapitel 3.1). Dabei wurde
jedoch noch nie der Einfluss der verstarkten Expression von BMP4 im Speziellen bzw. von
BMPs im Allgemeinen im HCC auf den Eisenstoffwechsel untersucht.

Da bei erhohten BMP-Spiegeln unter physiologischen Bedingungen eine verstarkte
Expression von Hepcidin erfolgt und somit die intestinale Eisenaufnahme limitiert ist,
mussten HCC-Patienten folglicherweise eine Anamie aufweisen. Allerdings konnte schon in
den von den Arbeitsgruppen um Lock und Vecchione durchgefiihrten Screenings der Seren
von HCC-Patienten festgestellt werden, dass deren Eisenspiegel im Vergleich zu den Seren
gesunder Probanden erhoht sind (Hellerbrand et al. 2003, Sorrentino et al. 2009). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte nun untersucht werden, weshalb trotz der erhdhten
BMP Expression keine schwerwiegenden Veranderungen der Eisenhomdostase in HCC-

Patienten beobachtet werden konnen.

3.3.1 Analyse der BMP6 Expression im hepatozellularen Karzinom

Da BMP6 hauptsachlich fur die Regulation des Eisenstoffwechsels in der Leber ver-
antwortlich ist, bislang jedoch noch nicht im HCC untersucht wurde, erfolgte zu Beginn der
Studien die Bestimmung der Expression von BMP6 in HCC-Zelllinien und -Geweben. In
Analogie zu der zuvor detektierten, erhéhten BMP4 Expression im HCC (siehe 3.1) konnte
gezeigt werden, dass BMP6 ebenfalls verstarkt in den HCC-Zelllinien Hep3B und PLC im
Vergleich zu primaren humanen Hepatozyten (PHHs) exprimiert wird (Abb. 3-20 A). Um dies
auf Proteinebene zu verifizieren, wurden Western Blot Analysen durchgefihrt. Wie in
Abbildung 3-20 B zu sehen, konnte in den HCC-Zelllinien dabei eine verstarkte BMP6
Proteinexpression detektiert werden.

Weitere Untersuchungen der BMP6 Expression erfolgten mittels quantitativer RT-PCR in
acht HCC-Gewebeproben im Vergleich zu drei Gewebeproben von normalen Spendern.
Dabei konnte in den HCC-Geweben eine leicht verstarkte BMP6 Expression auf mRNA
Ebene festgestellt werden (Abb. 3-20 C, siehe 4.3). Auf Proteinebene mit einem spezifischen

anti-BMP6 Antikérper konnte des Weiteren eine starke BMP6 Expression in den HCC-
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Geweben verglichen mit normalem Lebergewebe detektiert werden. In Abbildung 3-20 D
sind exemplarisch zwei Spuren mit Proteinlysaten von normalen Lebergewebeproben und

drei Spuren mit Proteinlysate von HCC-Gewebeproben dargestellit.
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Abbildung 3-20: Untersuchung des BMP6 Expressionsniveaus in primaren humanen
Hepatozyten (PHH), HCC-Zelllinien, sowie HCC-Geweben bzw. normalen Lebergewebe-
proben. (A)&(B) Sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene zeigte sich eine verstarkte
BMP6 Expression in den HCC-Zelllinien (Hep3B und PLC) im Vergleich zu PHHs. (C) In gRT-
PCR Analysen von HCC-Gewebeproben konnte man im Vergleich zu normalen Lebergewebe-
proben eine leicht verstarkte BMP6 Expression feststellen. (D) Western Blots zeigten eine
starke Expression von BMP6 in den HCC-Geweben auf Proteinebene. B-Aktin diente in den
Western Blots als Ladekontrolle.

3.3.2 Regulation der Hepcidin Expression im hepatozellularen Karzinom

Da BMPs Uber die Regulation der Hepcidin Expression die Eisenaufnahme aus dem Darm
modulieren (siehe Einleitung 1.5.3), erfolgten Untersuchungen des vorliegenden Hepcidin-
Spiegels im HCC.

Quantitative RT-PCR Analysen der Hepcidin Expression in den HCC-Zelllinien (Hep3B und
PLC) im Vergleich zu PHHs zeigten entgegen der Erwartung eine verminderte Hepcidin
Expression in den Hep3B und PLC Zellen (Abb. 3-21 A). Um zu untersuchen, ob eine
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verminderte Hepcidin Expression im HCC auch in vivo vorliegt, wurden verschiedene HCC-
Gewebeproben im Vergleich zu normalen Lebergewebeproben analysiert. Dabei konnte
ebenfalls eine wesentlich schwachere Hepcidin mRNA Expression in den HCC-Geweben
festgestellt werden (Abb. 3-21 B). Weiterhin zeigten ELISA Analysen in den Seren HCC-
erkrankter Spender eine geringere Hepcidin Proteinkonzentration im Gegensatz zu dem

Hepcidingehalt der Seren normaler Spender (Abb. 3-21 C).
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Abbildung 3-21: Analyse der Hepcidin Expression in HCC-Zelllinien und -Gewebeproben
im Vergleich zu primdaren humanen Hepatozyten bzw. normalen Lebergewebeproben.
(A)&(B) gRT-PCR Analysen zeigten eine stark verminderte Hepcidin mRNA Expression in den
HCC-Zelllinien sowie den HCC-Geweben (n.d.=nicht detektierbar). (C) Zur Bestimmung der
Hepcidin Proteinkonzentration in Serumproben wurden ELISA Assays durchgefuhrt. Die
Analyse von 17 Seren gesunder Spender im Vergleich zu Seren von 13 HCC Patienten zeigte
einen verminderten Hepcidingehalt in den Seren der HCC Patienten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass es im HCC trotz der erhéhten BMP Expressionsspiegel nicht
zu einer Induktion sondern eher zu einer Reduktion der Hepcidin Expression kommt.

Auf der Suche nach einer moglichen Ursache fir diese signifikant reduzierte Hepcidin
Expression im HCC wurde die Expression des BMP6 spezifischen Rezeptors analysiert.

Es ist bekannt, dass BMP6 hauptsachlich an die Rezeptoruntereinheit Alk2 (BMP-Rezeptor
Typ |) bindet, um dadurch die BMP-Signalkaskade zu aktivieren und so die Hepcidin
Expression zu vermitteln (siehe Kapitel 4.3.1). Folglich wurde die Expression von Alk2 im
HCC untersucht. Dabei konnte im Gegensatz zu einer starken Alk2 mRNA Expression in
PHHSs eine lediglich schwache Expression in den HCC-Zelllinien festgestellt werden (Abb. 3-
22 A). Weitere qRT-PCR Analysen an acht HCC-Gewebeproben im Vergleich zu drei
normalen Lebergewebeproben zeigten eine ebenfalls signifikant verminderte Alk2
Expression in den HCC-Geweben. Dies weist darauf hin, dass BMP6 im HCC die Hepcidin
Expression nicht modulieren kann, da der Rezeptor zur spezifischen Bindung von BMP6

nicht, bzw. nur schwach exprimiert wird (Abb. 3-22 B).

-59-



3. Ergebnisse

A B *k%k
S 0.025, ST 0.0207 -3
5 z n x
< <
g & 0.0209 i S 0015
X8 0.015- X7
R % & 0.010
Z < 0.0104 Z R
[T x g n=8
EX 0005 Ec  0.005 —
g -§ ) * * g S
<= 0.000— ; == <= 0.0001— .
PHHs Hep3B PLC & )
& F
/'
’&0
&
00

Abbildung 3-22: Expression des BMP6 spezifischen Rezeptors Alk2 in HCC-Zelllinien,
primdaren humanen Hepatozyten, sowie HCC-Geweben und normalen Lebergewebe-
proben. (A) Die HCC-Zelllinien Hep3B und PLC zeigten im Vergleich zu PHHs eine stark
verminderte Expression der Alk2 mRNA (qRT-PCR). (B) Untersuchungen acht verschiedener
HCC-Gewebeproben zeigten ebenfalls eine signifikant verminderte Alk2 mRNA Expression in
HCC-Geweben im Vergleich zu normalen Lebergewebeproben.

Da nicht ausschlieRlich BMP6 als Regulator des Eisenstoffwechsels beschrieben ist,
sondern auch BMP4 als Modulator der Hepcidin Expression in vitro bekannt ist (Babitt et al.
2007, Lin et al. 2007), sollten im Weiteren potentielle Effekte von BMP4 auf die Hepcidin
Expression im HCC analysiert werden. Hierzu wurden PHHs und HCC-Zelllinien fur 20
Stunden mit rekombinantem BMP4 behandelt und im Anschluss wurde die Hepcidin mRNA
Expression in den HCC-Zellen mittels qRT-PCR bestimmt. In den untersuchten PHHs zeigte
sich nach der Behandlung mit BMP4 eine sehr starke Induktion der Hepcidin Expression (ca.
4.500-fach gesteigerte Expression), wohingegen die Expression in den HCC-Zelllinien durch
die Stimulation mit BMP4 nur vergleichsweise schwach gesteigert werden konnte (10 bis
800-fach; Abb. 3-23).
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Abbildung 3-23: Einfluss der BMP4 Behandlung auf die Hepcidin Expression in HCC
Zelllinien und primaren humanen Hepatozyten. Nach 20 Stunden Stimulation mit
rekombinantem BMP4 zeigte sich eine wesentlich starkere Induktion der Hepcidin mRNA
Expression in den PHHs (4.500-fach) im Vergleich zu den HCC-Zelllinien Hep3B und PLC (10
bis 100-fach) (QRT-PCR).
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Dies zeigte, dass ein weiteres Molekll an der Regulation der Hepcidin Expression im HCC
beteiligt sein musste, welches vermutlich durch seine differentielle Expression im HCC die
Induktion der Hepcidin Expression nach der BMP4 Behandlung moduliert.

Sehr gut beschrieben ist die Beteiligung von Hemojuvelin (HJV, RGMc) am Eisenstoff-
wechsel. HJV fungiert als BMP Ko-Rezeptor, welcher die BMP-Signalkaskade verstarkt und
somit entscheidend die Hepcidin Expression fordert (siehe Kapitel 1.5.3). Um einen
moglichen Einfluss von HJV auf die Regulation von Hepcidin im HCC zu untersuchen, wurde
das Expressionsniveau von HJV in PHHs und HCC-Zelllinien analysiert. Dabei zeigte sich,
ahnlich zu der Expression von Hepcidin, eine deutlich verringerte Expression der HJV mRNA
in den HCC-Zelllinien verglichen zu PHHs (Abb. 3-24 A). Western Blot Analysen bestatigten
dieses Ergebnis auf Proteinebene (Abb. 3-24 B). Weitere Untersuchungen zur Situation in
vivo anhand von drei normalen Lebergewebeproben im Vergleich zu acht HCC-
Gewebeproben zeigten eine stark verminderte HJV mRNA Expression in den HCC-Geweben
(Abb. 3-24 C). Auch die Proteinlysate von HCC-Gewebe-proben wiesen eine reduzierte HJV
Expression auf, wohingegen in normaler Leber eine deutliche Bande detektiert werden
konnte (Abb. 3-24 D).
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Abbildung 3-24: Untersuchung der Hemojuvelin (HJV) Expression in HCC-Zelllinien,
HCC-Gewebeproben sowie den korrespondierenden Kontrollen. (A)&(B) In den HCC-
Zelllinien (Hep3B und PLC) konnte sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene eine
reduzierte HJV Expression im Vergleich zu den PHHs festgestellt werden. (C)&(D) HCC-
Gewebeproben zeigten im Vergleich zu normalen Lebergewebeproben sowohl in gqRT-PCR
Analysen als auch in Western Blots eine stark verminderte Hepcidin Expression. p-Aktin diente
in den Western Blots als Ladekontrolle.
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In situ Analysen durch immunhistochemische Farbungen mit dem spezifischen, gegen HJV
gerichteten Antikdrper zeigten eine starke Membran-Farbungen in allen zehn untersuchten
normalen Lebergeweben. Im Gegensatz dazu konnte in den zehn HCC-Geweben kein
Signal detektiert werden. In Abbildung 3-25 wurden reprasentative Abbildungen von zwei

normalen Lebergeweben (I-II) und vier HCC-Geweben (llI-VI) dargestellit.
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Abbildung 3-25: In situ Analyse der HJV Expression in HCC-Geweben bzw. normalen
Lebergewebeproben. Die Analyse der HJV Proteinexpression in situ erfolgte mittels
immunhistochemischer Farbungen, in welchen eine starke Membran-Farbung in den Gewebe-
proben von gesunden Spendern (I-Il) sichtbar wurde. Dahingegen konnte in den Gewebe-
proben von HCC Patienten (llI-VI) keine HJV Farbung detektiert werden (VergréRerung 400-
fach).

Da der Verlust von HJV im HCC eine moégliche Ursache fiir den, trotz gesteigerter BMP4
Expression, reduzierten Hepcidin-Spiegel im HCC sein konnte, sollte die Beteiligung von
HJV an der BMP-vermittelten Hepcidin Induktion untersucht werden. Hierzu wurde die HCC-
Zelllinie PLC mit 0,05 ug eines HJV Expressionskonstrukies oder dem entsprechenden
Kontroll-Vektor transfiziert und anschliefend fir 20 Stunden mit rekombinantem BMP4
behandelt. Dabei konnte bereits in den Kontroll-transfizierten PLC Zellen durch die
Behandlung mit BMP4 eine deutliche Induktion der Hepcidin Expression detektiert werden.
Wobei dieser Effekt durch die Transfektion des HJV Konstruktes noch wesentlich verstarkt
wurde (Abb. 3-26).
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Abbildung 3-26: Untersuchung der
Hepcidin Expression nach Stimulation mit
BMP4 in HJV transfizierten PLC Zellen,
sowie Kontroll-transfizierten PLC Zellen.

-—
i

Hepcidin mRNA Expression
[x-fach bezogen auf Kontrolle]
—
<

5- gRT-PCR Analysen zeigten eine starkere
Induktion der Hepcidin mRNA Expression in
0 den HJV transfizieten PLC Zellen im
3 Vergleich zu den Kontroll-transfizierten
o‘.‘é Zellen, nach Behandlung mit rekombinantem
& BMP4.
Kontrolle HJV
PLC

Es konnte folglich gezeigt werden, dass der BMP Ko-Rezeptor HJV im HCC im Vergleich zur
normalen Leber nur vermindert exprimiert wird. Wobei dies die Ursache fir die, trotz erhdhter

BMP4 Expression, nur geringe Expressionsstarke von Hepcidin im HCC ist.

3.3.3 Regulation von Hemojuvelin im hepatozellularen Karzinom

Um einen potentiellen Regulationsmechanismus, welcher fir den Verlust von HJV im HCC
verantwortlich sein kdnnte, ausfindig zu machen, erfolgten computerbasierte Studien des hjv
Promotors mit Hilfe des Programms ,Gene2Promotor” (Genomatix, AnnArbor, USA). Hierbei
konnte eine Bindestelle fir den Transkriptionsfaktor HNF-1a (HNF-1, ,hepatocyte nuclear
factor-1“) in der Promotorregion von HJV identifiziert werden.

Da HNF-1 als Transkriptionsfaktor beschrieben ist, welcher im HCC vermindert exprimiert
wird (Hellerbrand et al. 2008), schien ein potentieller Zusammenhang mit dem Verlust von
HJV im HCC plausibel (siehe Diskussion 4.3.3). Zur Analyse eines mdglichen Einflusses von
HNF-1 auf die HJV Expression wurden HCC-Zelllinien mit einem HNF-1 Expressions-
konstrukt bzw. dem entsprechenden Kontrollvektor transfiziert. Vierundzwanzig bzw. 48
Stunden nach der Transfektion wurde die HJV mRNA Expression in den Zellen mittels gRT-
PCR bestimmt. Weder nach 24 Stunden noch nach 48 Stunden konnte eine Steigerung der
HJV Expression durch HNF-1 festgestellt werden (in Abbildung 3-27 sind exemplarisch die
48 Stunden Werte dargestellt).
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Abbildung 3-27: Einfluss des Transkriptionsfaktors HNF-1 a (HNF-1) auf die Expression
von HJV in HCC Zellen. Nach Transfektion der HCC Zelllinien Hep3B und PLC mit dem HNF-
1 Expressionskonstrukt zeigte sich keine signifikante Veradnderung in der HJV mRNA
Expression im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen.

Der Transkriptionsfaktor Snail ist ein transkriptioneller Repressor, welcher im HCC stark
exprimiert wird (Sugimachi et al. 2003). Deshalb sollte untersucht werden, ob die geringe
Expression von HJV im HCC durch die Bindung von Snail an den Promotor von HJV und
einer daraus resultierenden Inhibierung der Transkription von HJV vermittelt sein kdnnte.
Allerdings konnte weder 24 noch 48 Stunden nach der Transfektion von PLC Zellen mit
einem antisense Snail Konstrukt (asSnail) eine Steigerung der HJV Expression im Vergleich
zu Kontroll-transfizierten Zellen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Die erfolgreiche
Uberexpression bzw. die erfolgreiche Hemmung der Expression konnte im Anschluss an die
Transfektion mit dem HNF-1 Expressionskonstrukt, als auch mit dem antisense Snail
Konstrukt mittels gRT-PCR Analysen des entsprechenden Gens bestatigt werden (Daten
nicht gezeigt). Somit konnte sichergestellt werden, dass die fehlenden Effekte auf die HJV
Expression nicht durch eine unzureichende Transfektion verursacht waren.

Eine weitere mogliche Ursache flr die verminderte Expression von HJV im HCC konnte in
der Hypermethylierung des hjv Promotors gesehen werden. Deshalb wurde nach CpG
(Cytosin-phosphatidyl-Guanosin)-Inseln im Promotorbereich (3 kb) von HJV gesucht. Es
konnten keine CpG-Inseln identifiziert werden, was eine potentielle Hypermethylierung des
hjv Promotors weitestgehend ausschliel3t.

Analysen der 3’ untranslatierten Region von HJV zeigten AU-reiche Sequenzen, welche auf
eine mMRNA Destabilisierung als mogliche Ursache fur den Verlust von HJV im HCC
hinwiesen. Um die Stabilitat des HJV-Transkripts zu untersuchen, wurden PHH- und HCC-
Zellen Uber einen Zeitraum von 2, 4 und 6 Stunden mit Actinomycin D (7,5 pg/ml) behandelt.
Da Actinomycin D eine globale Inhibierung der Transkription in den Zellen bewirkt, konnte im
Anschluss an die jeweiligen Behandlungsintervalle untersucht werden, ob das HJV-
Transkript sowohl in HCC-Zellen als auch in den PHHSs die gleiche Stabilitat aufweist. Dazu
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wurde jeweils mittels gqRT-PCR die HJV mRNA Expression bestimmt und die Halbwertszeit
des HJV-Transkriptes in den Zellen mit dem Programm GraphPad Prism (GraphPad
Software Inc., San Diego, USA) berechnet. Es zeigte sich ein wesentlich beschleunigter
Abbau der HJV mRNA in den HCC-Zelllinien Hep3B und PLC im Vergleich zu PHHs (Abb. 3-
28). Dies lasst vermuten, dass die Destabilisierung des HJV Transkriptes in HCC-Zellen eine
wesentliche Ursache fur den verminderten HJV-Spiegel in diesem Zelltyp ist (siehe
Diskussion 4.3.3).

i: o Abbildung 3-28: Analyse der Halbwerts-
c zeit von HJV in HCC-Zelllinien und
S - 157 L PHHs. Nach der Behandlung von HCC- und
s 2 . PHH Zellen mit Actinomycin D fur 2, 4 und
P 5 10+ —_ 6 Stunden, zeigte sich eine geringere
E 28 mRNA Stabilitdt in den HCC-Zelllinien. Im
E 51 j'i Gegensatz dazu wies die HJV mRNA in
= den PHHs eine wesentlich langere Halb-
T wertszeit auf.

PHHs PLC Hep3B

Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte somit ein neuer molekularer Mechanismus zur
Regulation der Eisenhomdéostase im HCC aufgezeigt werden. HJV, welches normalerweise
als BMP Ko-Rezeptor die Hepcidin Expression verstarkt, wird im HCC aufgrund einer
erhdhten mRNA Destabilisierung kaum exprimiert. Dieser Verlust von HJV verhindert die

Induktion der Hepcidin Expression trotz der im HCC erhéhten BMP Expressionsspiegel.
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4. Diskussion

41 Die Hypoxie-vermittelte Regulation von BMP4 und die Bedeutung von

BMP4 fiir die Progression des hepatozellularen Karzinoms

Wie bereits in Kapitel 1.4.2 detailliert beschrieben, spielen Bone Morphogenetic Proteins
(BMPs) in sehr vielen zellularen Prozessen eine wichtige Rolle. So sind sie nicht nur in der
Embryogenese an der Ausbildung verschiedenster Organe beteiligt, sondern kénnen auch
die Entstehung und die Progression einer Vielzahl unterschiedlicher Tumore fordern. Dabei
Ubt besonders BMP4 neben zahlreichen weiteren Funktionen einen entscheidenden Einfluss
auf die Embryogenese aus. Zum einen fordert BMP4 die Entstehung von Hepatoblasten
(den Vorlauferzellen von Hepatozyten), in dem es die Differenzierung endodermaler
Vorlauferzellen des ventralen Darmrohrs begtnstigt (Duncan und Watt 2001, Zaret 2001),
zum anderen induziert die Expression von BMP4 die epitheliale-mesenchymale Transition
(EMT) wahrend der Embryogenese (Uchimura et al. 2009, Molloy et al. 2008). Der Prozess
der EMT ist jedoch nicht nur in der Embryogenese von groRRer Bedeutung, sondern tragt
auch in der Tumorigenese zur Abldsung entarteter Zellen aus dem Zellverband bei und
beglnstigt so die Invasion maligner Zellen in umliegende Gewebe (Kalluri 2009). Er stellt
somit eine Parallele zwischen Prozessen, welche in der Embryogenese und in der
Tumorigenese von essentieller Bedeutung sind, dar. Aktuelle Studien weisen auch im
hepatozellularen Karzinom (HCC) immer starker auf eine Transition der epithelialen Zellen
Zu einem mesenchymalen Phanotyp hin, was wiederrum die Progression des Karzinoms
entscheidend fordert (Giannelli et al. 2005; van Zijl et al. 2009). Auffallig ist dabei, dass
BMP4 durch die Beteiligung an der Embryogenese der Leber und den Einfluss auf den EMT
Prozess eine Schlisselrolle in der Karzinogenese des HCCs einnehmen konnte. Da bisher
jedoch keine Daten zu einer moglichen Fehlregulation der Expression von BMPs im
Allgemeinen und von BMP4 im Besonderen vorlagen, sollte im Rahmen der vorliegenden
Arbeit die Regulation und Funktion von BMP4 im hepatozellularen Karzinom untersucht
werden.

Die dabei durchgefuhrten qRT-PCR Analysen zeigten eine verstarkte BMP4 Expression in
den zwei untersuchten HCC-Zelllinien, im Vergleich zu normalen humanen Hepatozyten.
Des Weiteren konnten in situ Analysen mittels BMP4 spezifischer, immunhistochemischer
Farbungen, eine verstarkte Proteinexpression von BMP4 in den HCC-Geweben bestatigen.
Allerdings lieR sich bei den gRT-PCR Untersuchungen der HCC-Gewebeproben im
Vergleich zu nicht-tumorésen Geweben zwar eine verstarkte Transkription von BMP4

feststellen, jedoch konnte diese in ,nur® 24 von 39 Proben (etwa 62%) detektiert werden. Da
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sich ein HCC in 80% der Falle aus einer bestehenden Leberzirrhose entwickelt (Kapitel
1.2.2), kann man davon ausgehen, dass in den umgebenden nicht-tumorésen Geweben
(welche hier als ,normal“ Kontrolle verwendet wurden) bereits zirrhotische Veranderungen
vorliegen. Dies kann bereits zu einer moderat gesteigerten Grund-Expression von BMP4
fihren, wie wir in zuvor durchgefihrten Untersuchungen aufzeigen konnten (Daten nicht
gezeigt). Es ist folglich davon auszugehen, dass der Vergleich zu gesunden Lebergeweben,
in welchen keinerlei pathologische Veranderungen vorliegen, einen wesentlich deutlicheren
Unterschied zu der Expressionsstarke von BMP4 im HCC aufweisen wirde. Da aber aus
ethischen Grinden keine Resektate ohne jegliche pathologische Veranderungen zur
Verfigung stehen, missen zum Vergleich Lebergewebe verwendet werden, welche keine
tumordésen Veranderungen, jedoch Zirrhosen oder ahnliche Schadigungen aufweisen
kénnen. Nichtsdestotrotz zeigt dieser Vergleich bereits eindeutig, dass BMP4 im

hepatozellularen Karzinom verstarkt exprimiert wird.

4.1.1 Nachweis der Ets-1 vermittelten Regulation der BMP4 Expression unter

normoxischen und hypoxischen Bedingungen

Auf der Suche nach dem zugrundeliegenden Mechanismus, der im HCC zu einer
gesteigerten BMP4 Expression fiihrt, wurden computerbasierte Promotorstudien durch-
geflhrt, welche sowohl eine Ets-1 als auch eine HIF-1 (,hypoxia-inducible factor“) Bindestelle
im bmp4 Promotor aufzeigten.

Wie im Kapitel 1.3.2 dargestellt, wird der Transkriptionsfaktor HIF-1a (Untereinheit von
HIF-1) hauptsachlich unter hypoxischen Bedingungen stabilisiert, wodurch eine Anpassung
an einen verminderten Sauerstoffgehalt erfolgen kann. Dies wird durch die HIF-1a vermittelte
Initiation der Transkription von Genen, welche an Prozessen wie der Angiogenese und dem
Glukosestoffwechsel beteiligt sind, ermoglicht. Neben diesen Prozessen ist HIF-1a des
Weiteren in die Regulation der Differenzierung sowie der Migration bzw. Invasion von Zellen
involviert und tragt so auch wesentlich zur Karzinogenese diverser Tumore bei (Rankin und
Giaccia 2008). Besonders in HCC Geweben spielt dies eine wichtige Rolle, denn durch die
dort vorliegenden hypoxischen Bedingungen wird die Tumorigenese bereits in einer sehr
frihen Phase gefordert (siehe Kapitel 1.3.3). So konnten Huang und Kollegen (2005) eine
verstarkte Expression von HIF-1a in HCC-Geweben im Vergleich zu paraneoplastischen
bzw. normalen Lebergeweben aufzeigen. Diese verstarkte HIF-1a Expression flihrt zu einer
gesteigerten VEGF Expression, welche wiederrum eine Neovaskularisierung des Karzinoms
ermOglicht und somit letztlich in einer verbesserten Versorgung des Tumors resultiert (von
Marschall et al. 2001, Huang et al. 2005). Kim und Kollegen (2002) postulierten des
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Weiteren, dass die im HCC vorliegenden hypoxischen Bedingungen die Hauptursache der
Vaskularisierung darstellen. Weiterhin fordern sie auch die Proliferation und Metastasierung
dieses Tumors (Wu et al. 2007). Der genaue Regulationsmechanismus, tber welchen HIF-
1a diese Effekte vermittelt, konnte bislang allerdings noch nicht aufgeklart werden. Deshalb
sollte untersucht werden, ob zumindest einige der HIF-1a Effekte im HCC auf einer
Regulation von BMP4 durch diesen Transkriptionsfaktor beruhen kénnten.

Fir die Untersuchungen der Hypoxie-induzierbaren BMP4 Expression wurde 2,2’-Dipyridyl
(DP) verwendet. Diese Substanz kann hypoxische Bedingungen imitieren, indem sie den fur
die Degradation von HIF-1a erforderlichen Ko-Faktor Eisen bindet (Huang et al. 2002, Linden
et al. 2003). Eisen steht somit nicht mehr fiir die Prolylhydroxylasen zur Hydroxylierung von
HIF-1a zur Verfligung. In der Folge kann das von-Hippel-Lindau Tumorsuppressorprotein
nicht mehr an HIF-1a binden und somit auch nicht mehr den proteasomalen Abbau von
diesem vermitteln (siehe 1.3.2). Es kommt im Zytoplasma der Zellen zu einer Stabilisierung
von HIF-1a, welches anschliefiend in den Zellkern transloziert und dort im Komplex mit HIF-
1B die Transkription der HIF-1 Zielgene initiiert. Durch die DP Behandlung konnte in HCC-
Zelllinien, welche zuvor mit einem bmp4 Promotorkonstrukt transfiziert wurden, eine
gesteigerte Luziferase-Aktivitat des bmp4 Promotors erzielt werden. Die Induktion der bmp4
Promotoraktivitat infolge des hypoxischen Stimulus sollte anschlieRend durch die Ko-
Transfektionen mit einem dominant negativen HIF-1a Konstrukt Gberprift werden (Kapitel
3.1.2). Dieses Konstrukt erméglicht es, durch die Uberexpression eines ,nicht-funktionellen*
HIF-1a Proteins (fehlende Transaktivierungsdomane, siehe 1.3.1), die Hypoxie-induzierte
Promotoraktivitat kompetitiv zu hemmen. Allerdings konnte dabei nicht nur eine Inhibierung
des DP-induzierten Effektes festgestellt werden, sondern eine Hemmung der Luziferase-
Aktivitat Gber diesen Effekt hinaus. Dies deutet daraufhin, dass die gesteigerte Aktivitat des
bmp4 Promotorkonstruktes vermutlich nicht direkt durch die Bindung von HIF-1a an den
bmp4 Promotor vermittelt wird, sondern dass ein weiterer, zwischengeschalteter Modulator
beteiligt ist. Um daraufhin eine direkte Bindung von HIF-1a an den bmp4 Promotor zu
untersuchen, wurden Gelshift Assays durchgefiihrt. In diesen konnte zwar die Bindung des
zur Kontrolle generierten in-vitro Translatats (aus einer HIF-1a und HIF-13 Untereinheit) an
das bmp4 Promotorfragment aufgezeigt werden, jedoch konnte nur eine sehr schwache
Bindung des Kernextraktes der HCC-Zelllinien an das BMP4 Oligonukleotid detektiert
werden. Nachdem diese Bindung des Weiteren nicht durch die Behandlung der HCC-Zellen
mit DP verstarkt werden konnte, wurde eine direkte Regulation von BMP4 durch HIF-1a
ausgeschlossen. Dennoch konnte in den HCC-Zelllinien eine Induktion der BMP4 Expression
auf mRNA und Proteinebene nach der Behandlung mit DP festgestellt werden. Die erst spate

Induktion der bmp4 Expression (nach 24 bzw. 48 Stunden) wies allerdings auch hier auf
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einen zwischengeschalteten Modulator hin, welcher die Hypoxie-induzierten Effekte
vermittelt.

Wie oben erwahnt, konnte in den computerbasierten Analysen des bmp4 Promotors neben
der HIF-1 Bindestelle auch eine Ets-1 Bindestelle aufgezeigt werden. Ets-1 spielt nicht nur
eine wichtige Rolle in diversen physiologischen Prozessen (z.B. Embryogenese,
Angiogenese), sondern fordert weiterhin durch die Regulation von Genen wie Fos, Jun und
verschiedene Matrixmetalloproteinasen die Proliferation, Migration und Invasion von
Tumorzellen (Wasylyk et al. 1990, Ozaki et al. 2003, Rothhammer et al. 2004, Hahne et al.
2008). Auch im hepatozellularen Karzinom tragt Ets-1 zur Tumorprogression bei (Ito et al.
2000, Jiang et al. 2001, Ozaki et al. 2003). Interessanterweise konnte in einer Blasen-
karzinom-Zelllinie gezeigt werden, dass Ets-1 unter hypoxischen Bedingungen durch die
Bindung von HIF-1 an das ,hypoxia-responsive element® des ets-1 Promotors reguliert
werden kann (Oikawa et al. 2001). Mikami und Kollegen (2006) konnten auch im
Nierenzellkarzinom eine HIF-abhangige Induktion der Ets-1 Expression beobachten, welche
vermutlich durch eine verstarkte Angiogenese die Tumorversorgung verbessern kann. Des
Weiteren konnte im malignen Melanom bereits gezeigt werden, dass Ets-1 an den Promotor
von BMP4 binden und so die Transkription von BMP4 initiieren kann (Rothhammer et al.
2005). Deshalb sollte Ets-1 als potentieller, Hypoxie-induzierter Regulator der BMP4
Expression im HCC untersucht werden.

Es zeigte sich in Luziferase Assays, dass in den HCC-Zellen eine gesteigerte Ets-1 Aktivitat
durch die Behandlung mit einem Hypoxie-induzierenden Agens bewirkt werden kann. Die
anschliefende Ko-Transfektion mit dem dominant negativen HIF-1a Konstrukt vermittelte
eine vollstdndige Hemmung dieser Hypoxie-induzierten Ets-1 Aktivitat. Nachdem dies bereits
auf eine direkte Regulation von Ets-1 durch die Hypoxie-bedingte Stabilisierung von HIF-1a
hinwies, wurde im Folgenden die potentielle Regulation der BMP4 Expression durch die
direkte Bindung von Ets-1 an den bmp4 Promotor untersucht. Dabei konnte die im malignen
Melanom beschriebene Regulation von BMP4 durch Ets-1 fir das hepatozellularen Karzinom
bestatigt werden. Die Induktion der bmp4 Promotoraktivitat unter hypoxischen Bedingungen
konnte dabei nicht zusatzlich durch die Transfektion eines Ets-1 Expressionskonstruktes
gesteigert werden, was beweist, dass Ets-1 die Hypoxie-induzierte bmp4 Promotoraktivitat
vermittelt. In der vorliegenden Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass Ets-1 besonders
unter hypoxischen Bedingungen, wie sie in HCC-Geweben vorliegen, als Hauptregulator flr
die Hypoxie-induzierte BMP4 Expression auftritt, wahrend unter normoxischen Bedingungen

die endogene Ets-1 Aktivitat zu der Grund-Expressionsstarke von BMP4 beitragt .
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4.1.2 Funktioneller Einfluss der verstarkten BMP4 Expression auf die Progression

des hepatozellularen Karzinoms

Neben Untersuchungen zur Regulation von BMP4 im HCC, sollte auch der funktionelle
Einfluss der gesteigerten BMP4 Expression auf die Progression dieses Tumors untersucht
werden. Seit langem ist bekannt, dass BMPs die Migration von normalen humanen Zellen
fordern, wodurch sie an vielen physiologischen Prozessen (z.B. Knochenbildung,
Frakturheilung) beteiligt sind (Cunningham et al. 1992, Willette et al. 1999, King 2001,
Fiedler et al. 2002). Zusatzlich kommt es jedoch auch in diversen Karzinomen zu einer
verstarkten Expression der BMPs, welche dann das Migrationsverhalten transformierter
Zellen fordern und so durch eine gesteigerte Invasivitat und Metastasierung der Zellen zur
Progression des Tumors beitragen. Hauptsachlich werden diese Effekte durch BMP2 und
BMP4 vermittelt, welche erwiesenermallen die Progression des Prostata-, Kolorektal- und
Lungenkarzinoms sowie des malignen Melanoms fordern (Langenfeld et al. 2003,
Rothhammer et al. 2005, Feeley et al. 2006, Deng et al. 2009).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte funktionelle Charakterisierung von
HCC-Zellen, in welcher die BMP4 Expression durch Transfektion mit siRNAs gegen BMP4
bzw. einem antisense BMP4 Konstrukt um 50-80% vermindert wurde, zeigte eine Hemmung
des Invasions- und Migrationsverhaltens der HCC-Zellen im Boydenkammerversuch. Im
Gegensatz dazu ergab die Analyse des Proliferationsverhaltens der HCC-Zellen, welche
mit einer siRNA gegen BMP4 transifiziert wurden, keine eindeutigen Unterschiede im
Vergleich zu den entsprechenden Kontroll-transfizierten HCC-Zellen. Dies deutet daraufhin,
dass BMP4 tatsachlich die Migration und Invasion der HCC-Zellen férdert und die in den
Boydenkammerversuchen beobachteten Effekte nicht lediglich durch eine gesteigerte
Proliferation der Zellen verursacht wurden. Einen weiteren Hinweis auf die bedeutende Rolle
von BMP4 fir die Progression des HCCs konnte durch die aufgezeigte Korrelation zwischen
der BMP4 Expression und dem Tumor-Staging, welches der Einteilung des Tumors je nach
Ausbreitung (siehe Einleitung 1.2.3) dient, aufgezeigt werden.

In weiterfuhrenden Analysen wurde auch der Einfluss von BMP4 auf die Vaskularisierung
des HCCs untersucht. Dabei konnte bei Behandlung von humanen mikrovaskularen
Endothelzellen (HMECs) mit Uberstdnden von HCC Zellen, welche zuvor mit siRNAs gegen
BMP4 bzw. mit einem antisense BMP4 Konstrukt transfiziert worden waren, eine deutlich
verminderte Tubenformation der Endothelzellen im Vergleich zur Behandlung mit
Uberstanden von Kontroll-transfizierten HCC-Zellen festgestellt werden. Dies zeigt, dass
BMP4 in vitro die Tubenbildung von Endothelzellen aktiviert und somit im HCC
moglicherweise durch die Induktion einer verstarkten Vaskularisierung des Gewebes zu

einer verbesserten Versorgung des Tumors mit Blut beitragen kann. Um eine potentielle
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Korrelation zwischen dem BMP4 Expressionsniveau und dem Grad der vorliegenden
Vaskularisierung zu analysieren, erfolgten Untersuchungen des Vaskularisierungsmarkers
CD31. Allerdings konnte dabei in den HCC-Geweben, in welchen BMP4 erhoht war, keine
verstarkte CD31 mRNA Expression detektiert werden. Auch immunhistochemische
Farbungen mit einem spezifischen Antikérper gegen CD31 zeigten keine Korrelation zu der
BMP4 Expression. Daraus kann jedoch nicht zwangslaufig gefolgert werden, dass die
verstarkte BMP4 Expression in vivo keine gesteigerte Vaskularisierung des HCC-Gewebes
zur Folge hat. Wie haufig in der Literatur beschrieben, stellt die Tumorigenese einen
dynamischen Prozess dar (Cai 1995, Waliszewski 1998, Asosingh et al. 2004, Bergmann
und Pandolfi 2006). Es ist somit vorstellbar, dass es infolge eines starken Tumorwachstums
zu hypoxischen Bereichen im Tumor kommt, in welchen durch die Stabilisierung von HIF-1a
eine gesteigerte BMP4 Expression vorliegt. Diese wiederrum resultiert in einer verstarkten
Vaskularisierung des Tumors, um eine verbesserte Versorgung mit Sauerstoff und
Nahrstoffen zu gewahrleisten. Folglich setzt ein vermehrtes Tumorwachstum ein, wodurch
erneut hypoxische Bereiche im Tumor entstehen kdnnen. Es ist deshalb nicht bzw. nur sehr
schwer maoglich, die zu einem definierten Zeitpunkt vorherrschende Vaskularisierung mittels
eines einzelnen, spezifischen Markers zu erfassen, um sie dann mit der BMP4 Expression in
Korrelation bringen zu kénnen.

Dennoch konnten die beschriebenen Tubenformations-Assays eindeutig zeigen, dass BMP4
in der Lage ist, die Tubenbildung der Endothelzellen in der Tumorumgebung zu induzieren.
Dieser proangiogenetische Effekt der BMPs wurde durch Studien unserer und anderer
Arbeitsgruppen bestétigt (Deckers et al. 2002, Langenfeld und Langenfeld 2004, Raida et al.
2005, Rothhammer et al. 2007). Im malignen Melanom konnte dabei eine Induktion der
Tubenformation durch BMP2 und BMP4 in vitro gezeigt werden. Aullerdem zeigten die
Tumoren von Nacktmausen, welche Melanomzellklone mit einer verminderten BMP4
Expression erhalten hatten in vivo eine geringere endotheliale Gefal3struktur (Rothhammer
et al. 2007). Ebenso konnten Raida und Kollegen (2005) bzw. Langenfeld und Langenfeld
(2004) eine proangiogenetische Funktion von BMP2 in Lungen- und Brustkrebszellen
detektieren. Uber den exakten Regulationsmechanismus ist bisher allerdings nur wenig
bekannt. Interessanterweise konnten bei Untersuchungen der in die Knochen-Neubildung
involvierten Mechanismen gezeigt werden, dass BMPs bzw. speziell BMP4 in Osteoblasten
zu einer verstarkten Expression von VEGF (,vascular endothelial growth factor®) fihren und
so die Angiogenese beeinflussen konnen (Kozawa et al. 2001, Deckers et al. 2002). VEGF
ist als Schliisselregulator der Angiogenese bekannt und wird unter hypoxischen
Bedingungen durch die Bindung von HIF-1a in seinem Promotorbereich verstarkt exprimiert
(Forsythe et al. 1996, Ferrara et al. 2003). Auch die Tumorprogression des hepatozelluldren

Karzinoms ist eng mit der Angiogenese des Tumors verknlpft (Wu et al. 2007, Wu 2008).
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Zwar ist bekannt, dass die hypoxischen Bedingungen im HCC Uber die Stabilisierung von
HIF-1a und der daraus resultierenden Induktion der VEGF Expression zu einer verstarkten
Vaskularisierung fuhren (von Marschall et al. 2001, Kim et al. 2002), jedoch kann VEGF auch
durch andere Faktoren, wie FGF, TGF-a und IGF-1 reguliert werden (Ferrara und Davis-
Smyth 1997, Ferrara et al. 2003). Studien von Oikawa und Kollegen sowie von Mikami und
Kollegen brachten erstmals den Hypoxie-regulierten Transkriptionsfaktor Ets-1 als weiteren
moglichen Regulator der Angiogenese mit VEGF in Verbindung, wobei allerdings keine
naheren Untersuchungen dieses Zusammenhangs erfolgten (siehe oben). Da des Weiteren
im malignen Melanom gezeigt werden konnte, dass die Effekte der BMPs auf die
Tumorangiogenese durch VEGF vermittelt werden kdénnten (Rothhammer et al. 2007), ware
es unseren Ergebnissen zufolge denkbar, dass es durch die vorliegenden hypoxischen
Bedingungen zu einer Induktion des Transkriptionsfaktors Ets-1 kommt, welcher durch die
verstarkte Expression von BMP4 und die folglich gesteigerte VEGF Expression die
Angiogenese des Tumors fordert. Ob ein derartiger Zusammenhang tatsachlich in vivo
besteht und inwiefern BMP4 (ber die Regulation von VEGF die Tumorangiogenese
beeinflusst, muss in zukiinftigen Untersuchungen aufgeklart werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass eine BMP4 Uberexpression
entscheidend die Progression des hepatozellularen Karzinoms foérdert. Die Ets-1 vermittelte
HIF-abhangige Induktion der BMP4 Expression wirkt sich dabei sowohl in autokrinen als
auch parakrinen Effekten aus. Zum einen férdert BMP4 die Migration, Invasion und das
Matrix-unabhangige Wachstumsverhalten der Zellen (autokrin), zum anderen begulnstigt es
aber auch die Vaskularisierung der Endothelzellen der Tumorumgebung (parakrin). Generell
weist dies auf eine bedeutende Rolle von BMP4 im Speziellen sowie potentiell auch von
weiteren BMPs in Allgemeinen in der Tumorigenese des HCCs hin. Wie gezeigt werden
konnte, bt BMP4 einen entscheidenden Einfluss auf die Karzinogenese des HCCs aus und
koénnte somit, durch die beschriebene Korrelation mit dem Tumorstadium, als prognostischer
Marker dienen oder als therapeutischer Ansatz zur Behandlung dieses schlecht
therapierbaren Tumortyps weiterverfolgt werden. Zur Identifikation weiterer an der HCC
Progression beteiligter BMPs sollten zukilnftige Analysen embryonaler und tumordser

Gewebe untersucht werden.

4.2 Die Rolle von BMP6 fiir die Aufrechterhaltung der Eisenhomoostase
Wie bereits oben erwadhnt, spielen die Bone Morphogenetic Proteins nicht nur eine wichtige

Rolle in der Karzinogenese von Tumoren, sondern sind ebenfalls an der Regulation einer

Vielzahl von physiologischen Prozessen beteiligt (siehe 1.4.2). Neben ihrem Einfluss auf die

-72 -



4. Diskussion

in der Embryogenese und Osteogenese ablaufenden Vorgange tragen sie auch wesentlich
zur Aufrechterhaltung der Eisenhomodstase bei.

Die Regulation des Eisenstoffwechsels erfolgt dabei vor allem durch eine Modulation der
Hepcidin Expression. Hepcidin ist durch die Bindung und die somit vermittelte Degradation
des Eisenexporters Ferroportin fur eine verminderte Eisenfreisetzung aus den Makrophagen
und den intestinalen Zellen in das Blut verantwortlich. Da der Eisenspiegel ausschlie3lich
durch die Regulation der absorbierten Eisenmenge beeinflusst werden kann, ist die Hepcidin
vermittelte Hemmung der Eisenfreisetzung bzw. -aufnahme essentiell fir die
Aufrechterhaltung der Eisenhomdostase. Folglich wird Hepcidin bei einem hohen
Eisengehalt verstarkt exprimiert, um die intestinale Eisenaufnahme zu limitieren. Umgekehrt
wird Hepcidin bei Vorliegen eines geringen Eisengehalts dementsprechend vermindert
exprimiert (siehe Einleitung 1.5.3). In der Regulation der Hepcidin Expression in
Abhangigkeit vom Eisengehalt nimmt der BMP/Smad-Signalweg eine zentrale Stellung ein
(siehe 1.5.3). Allerdings konnte dabei bislang lediglich in vitro gezeigt werden, dass BMP2, 4,
6 und 9 in der Lage sind, die Hepcidin Expression zu modulieren (Babitt et al. 2006, Truksa
et al. 2006, Xia et al. 2008). Vollig unklar blieb hingegen, ob diese BMP Molekiile die
Hepcidin Expression auch in vivo regulieren kénnen, ob sie dabei gleich starke Effekte
zeigen und letztlich, wie die resultierenden Veranderungen des Eisenspiegels vermittelt
werden.

Interessanterweise zeigten die in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Arndt durchgefuhrten
Analysen an BMP6 Knockout Mausen eine mit dem Alter der Mause zunehmende
Eiseneinlagerung in der Leber sowie im fortgeschrittenen Stadium auch in anderen Organen
(wie dem Pankreas, dem Herz oder dem Nierentubulus). Dabei konnte eine Korrelation des
zunehmenden Eisengehalts der Leber mit einer abnehmenden Hepcidin Expression
beobachtet werden. Diese starke Auspragung der Dysregulation des Eisenstoffwechsels
gleicht in etwa dem Phanotyp von Mausen, welche eine Leber-spezifische Mutation von
Smad4 aufweisen bzw. dem Phanotyp von Hepcidin defizienten Mausen. Da BMP6 im
Signalweg tber Smad4 steht und der Verlust von BMP6 ahnliche Effekte erzeugt, lasst dies
vermuten, dass BMP6 der entscheidende Modulator der Hepcidin Expression in vivo ist.

Es blieb allerdings die Frage offen, tiber welchen Mechanismus die Modulation der Hepcidin
Expression in Abhangigkeit vom Eisenspiegel erfolgen kann und welches Molekil die dazu
notwendigen Effekte vermittelt. Da BMP6 den oben beschriebenen, entscheidenden Einfluss
auf die Hepcidin Expression ausilbt, sollte untersucht werden, ob dieses Molekil als
.Eisensensor” fungieren kann. Die dreiwtchige Gabe von Eisen-angereicherten Futtermitteln
zeigte dabei in BMP6 Knockout Mausen eine starke Eiseneinlagerung in der Leber der
Mause, wobei die Hepcidin-Spiegel unverandert niedrig waren. Im Gegensatz dazu konnte in

den BMP6 Wildtyp Mausen eine Induktion der Hepcidin Expression beobachtet werden,
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wodurch eine weitere Eisenaufnahme verhindert wurde und sich folglich keine vermehrte
Eiseneinlagerung in den Organen einstellte. Aus diesen Ergebnissen lasst sich somit
schlussfolgern, dass BMPG6 in vivo essentiell fur die Eisen-abhangige Hepcidin Expression
zur Regulation des Eisenstoffwechsels ist. Weiterhin konnte auch nach der Injektion von
Eisendextran eine im Zeitverlauf zunehmende Induktion der Hepcidin Expression in den
BMP6 Wildtyp Mausen beobachtet werden. So konnte durch die Fitterungs- und Injektions-
versuche ebenfalls gezeigt werden, dass BMP6 sowohl kurzfristige als auch langfristige
Veranderungen des Eisenspiegels zur Aufrechterhaltung der Eisenhomdostase vermitteln
kann. Bereits 2008 fiihrten Kautz und Kollegen Untersuchungen durch, welche auf eine
wichtige Funktion von BMP6 flr die Regulation des Eisenstoffwechsels in vivo hindeuteten.
Sie flihrten cDNA-Array Analysen durch, in welchen regulierte Gene in der Leber von
Mausen, welche entweder eine Eisen-defiziente, eine Eisen-angereicherte oder eine Eisen-
ausgewogene Diat erhalten hatten, untersucht werden sollten. Die Auswertung der Array-
Daten ergab dabei, dass BMP6 ebenso wie Hepcidin in Abhangigkeit vom Eisenspiegel
reguliert wird. Weiterhin konnten sie zeigen, dass BMP6 den Smad-Signalweg aktiviert und
so vermutlich die Hepcidin Expression beeinflusst. Parallel zu den Beobachtungen von Frau
Arndt konnten zwei weitere Arbeitsgruppen eine Eisenliberladung in den Organen (z.B.:
Leber, Pankreas, Herz) von BMP6 Knockout Mausen feststellen und in der Folge ebenfalls
BMP6 als SchlUsselregulator der Hepcidin Expression identifizieren (Andriopoulos et al.
2009, Meynard et al. 2009). Meynard und Kollegen (2009) bestatigten zusatzlich die von
Kautz et al. (2008) vermutete Aktivierung der Smad-Signalkaskade infolge einer verstarkten
BMP6 Expression.

Zusammenfassend ergibt sich aus den Analysen unserer eigenen und anderen
Arbeitsgruppen, dass BMP6 als Eisensensor fungiert und durch die Aktivierung der Smad-
Signalkaskade die Hepcidin Expression zur Regulation der Eisenhomoostase induzieren
kann. Dabei blieb jedoch ungeklart, welcher Zelltyp BMP6 als Antwort auf erhdhte
Eisenspiegel exprimieren kann. Deshalb wurden im Anschluss Untersuchungen
verschiedener Gewebe durchgefihrt, welche an der Aufrechterhaltung der Eisenhomoostase

beteiligt sind.

4.2.1 Identifikation des BMP6 exprimierenden Zelltyps

Nachdem die Leber bei der Regulation des Eisenstoffwechsels eine zentrale Stellung

einnimmt und bereits fir die Zelltypen der Leber (Hepatozyten, hepatische Sternzellen und

Kupfferzellen) eine mégliche BMP6 Expression beschrieben wurde (Knittel et al.1997, Kautz

et al. 2008), erfolgten Analysen der Eisen-abhangigen BMP6 Expression in den Zellen der
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Leber. Allerdings zeigten die dabei durchgefuhrten in vitro Untersuchungen weder in den
Hepatozyten noch in den hepatischen Sternzellen oder den Kupfferzellen, welche aus BMP6
Wildtyp Mausen isoliert wurden, eine Induktion der BMP6 bzw. Hepcidin Expression nach
der Behandlung mit Eisen (in Form von Eisensulfat und holo-Transferrin; siehe 3.2.2). Auch
eine ex vivo Behandlung von Lebergeweben mit Eisen sowie in vivo Injektionen von
Eisendextran in BMP6 Wildtyp Mause bzw. das Verabreichen von Eisen-angereicherten
Futtermitteln lieRen keine Veranderungen der BMP6 Expression erkennen. Dies lasst die
Schlussfolgerung zu, dass in der Leber zwar die Regulation des Eisenstoffwechsels durch
BMP6 erfolgt, nicht aber die Eisen-abhangige Expression von BMP6. Was auf die
Beteiligung eines weiteren Gewebes hindeutet, in welchem BMP6 in Abhangigkeit vom
Eisengehalt exprimiert werden kann, um anschlieBend in der Leber die Regulation der
Hepcidin Expression zu vermitteln.

Neben der Leber ist auch der Dinndarm fiir die Modulation des Eisengehalts von
entscheidender Bedeutung. Durch die Zellen des Dinndarms (Enterozyten) wird die
Eisenaufnahme aus der Nahrung erméglicht (Edison et al. 2008, Batts 2007, Kautz et al.
2008). Uberraschenderweise zeigten ex vivo Analysen, im Rahmen welcher Diinndarm-
stiicke aus BMP6 Wildtyp Mausen mit Eisen behandelt wurden, sowohl auf mRNA als auch
auf Proteinebene eine deutlich verstdrkte BMP6 Expression in den behandelten
Gewebestucken. Dieses Ergebnis lie3 sich auch in vivo nach einer Eisendextran Injektion
bzw. den Verabreichen von Eisen-angereicherten Futtermitteln bestatigen, denn in
anschlieRende Untersuchungen wiesen Gewebeproben des Dinndarms der Mause eine
verstarkte BMP6 Expression auf (Arndt et al. 2009). Folglich konnte gezeigt werden, dass die
Eisen-abhangige Expression von BMP6 im Dinndarm erfolgt. Fir ndhere Untersuchungen
zur Ermittlung des exprimierenden Zelltyps wurden immunhistochemische Farbungen des
Dinndarmgewebes von BMP6 Wildtyp Mausen mit einem spezifischen Antikdrper gegen
BMP6 durchgefiihrt. Dabei konnte sowohl nach der Injektion von Eisendextran als auch nach
dem Verabreichen von Eisen-angereicherten Futtermitteln eine eindeutige Farbung von
BMP6 in vereinzelten Enterozyten detektiert werden. Da keine weiteren spezifischen
Farbungen in den anderen Zelltypen (wie z.B. Becherzellen) auftreten, kann davon
ausgegangen werden, dass die Enterozyten des Diinndarms fiir die Expression von BMP6 in
Abhangigkeit vom vorliegenden Eisenspiegel verantwortlich sind. Durch Untersuchungen der
BMP6 Expression in Makrophagen, welche ebenfalls Eisen freisetzen kdnnen und so an der
Regulation der Eisenhomoostase beteiligt sind, konnten diese als zusatzliche Quelle der

BMP6 Expression ausgeschlossen werden (Arndt et al. 2009).
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4.2.2 Einfluss weiterer BMPs auf den Eisenstoffwechsel

Da noch weitere BMPs fur eine moégliche Regulation der Hepcidin Expression in vitro
beschrieben wurden (siehe oben), stellte sich dartber hinaus die Frage, inwiefern diese
neben BMP6 an der Aufrechterhaltung der Eisenhomdostase in vivo beteiligt sein kdnnten.
Bislang wurde die Bedeutung der einzelnen BMPs fur den Eisenstoffwechsel kontrovers
diskutiert. Babitt und Kollegen zeigten, dass BMP2 und BMP4 in vitro die Regulation der
Hepcidin Expression induzieren kénnen. Sie postulierten, dass BMP2 moglicherweise auch
in vivo Effekte ausiben kann. Denn Mause, welchen BMP2 injiziert wurde, zeigten im
Vergleich zu den Kontroll-Mausen eine verstarkte Expression von Hepcidin in der Leber
sowie einen verringerten Serum Eisengehalt (Babitt et al. 2005, Babitt et al. 2007). Im
Gegensatz dazu konnten Truksa und Kollegen (2006) zeigen, dass in primaren murinen
Hepatozyten BMP9 die starksten Effekte bei der Induktion der Hepcidin Expression
vermittelt. BMP4 musste in ihren Analysen 10-fach und BMP2 sogar 100-fach starker
konzentriert angewendet werden, um vergleichbare Effekte zu erzielen. Allerdings erfolgte
hier keine Untersuchung der BMP6 induzierten Hepcidin Expression. Deshalb sollte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit der Effekt von BMP6 auf die Hepcidin Expression in
murinen Hepatozyten untersucht und mit der Starke der Effekte weiterer BMPs verglichen
werden. Die daraufhin durchgefiihrten Behandlungen von primaren murinen Hepatozyten mit
rekombinanten BMPs bestatigten, dass durch BMP6 der starkste Effekt auf die Induktion der
Hepcidin Expression ausgeldst werden konnte. Wie es bereits durch die Untersuchungen
von Truksa und Kollegen zu erwarten war, vermittelte BMP9 den zweitstarksten Effekt,
gefolgt von BMP4 und BMP2. Des Weiteren zeigten Expressionsanalysen von BMP2, 4 und
9 in vivo, dass diese zwar bei erhdhten Eisenspiegeln im Dinndarm exprimiert werden,
jedoch nicht in der Lage sind, die Effekte von BMP6 zur Induktion der Hepcidin Expression
und somit zur Aufrechterhaltung der Eisenhomoéostase beim Verlust von BMPG6
auszugleichen (Arndt et al. 2009). Folglich konnte sowohl in vivo als auch ex vivo
nachgewiesen werden, dass BMPG6 die starksten Effekte beziglich der Induktion der
Hepcidin Expression vermitteln kann und somit tatsachlich als Hauptregulator des
Eisenstoffwechsels fungiert.

Zusatzlich wurden Ko-Kultur Experimente, in welchen Leberstlicke einer BMP6 Knockout
Maus und Dinndarmstiicke einer BMP6 Wildtyp Maus zusammen in einer PBS- bzw. Eisen-
Lésung inkubiert wurden, durchgefiihrt. Dadurch konnte gezeigt werden, dass erhohte
Eisenspiegel in den Dinndarmstlicken zur verstarkten Expression von BMP6 fihren,
welches anschlieBend in den Leberstiicken eine Induktion der Hepcidin Expression
vermitteln kann (Arndt et al. 2009). Des Weiteren wiesen BMP6 Wildtyp Mause eine

verstarkte BMP6 Proteinkonzentration im Serum infolge von erhdhten Eisenspiegeln auf

-76 -



4. Diskussion

(Arndt et al. 2009). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die verstarkte Eisenaufnahme im
Dunndarm zu einer verstarkten Expression von BMP6 fihrt, welches in die Blutbahn
sekretiert wird und so durch die systemische Zirkulation des Blutstroms zur Leber gelangt
(siehe Abbildung 4-1).

. Diinndarm Leber
Eisen 1)

*r* - BMPG 1)

Blutstrom

=> Hepcidin 1|

Abbildung 4-1: Schematische Darstellung der Eisen-abhangigen Sekretion und Funktion
von BMP6 (modifiziert nach Arndt et al. 2009).

Wie in Abbildung 4-2 dargestellt, fuhrt BMP6 in der Leber durch die Bindung an die
entsprechenden BMP-Rezeptoren zur Aktivierung des Smad-Signalwegs (siehe Kapitel
1.4.1). Dabei kommt es durch die Bindung von BMP6 an die korrespondierenden Rezeptoren
zur Ausbildung eines aktivierten BMP-Rezeptorkomplexes (bestehend aus einer BMP Typ |
und Il Rezeptoruntereinheit), welcher durch die Phosphorylierung von Smad 1,5,8 (R-Smad)
eine Komplexbildung dieser Proteine mit Smad4 (Co-Smad) bewirkt. Der entstandene
Komplex transloziert anschlielfend in den Nukleus, wo er durch Bindung an die ,BMP-
responsive elements“ (BMP-RE1, BMP-RE2) im hepcidin Promotor die Transkription des
hepcidin Gens (HAMP) initiiert (Truksa et al. 2007, Verga Falzacappa et al. 2008, Truksa et
al. 2009). Das Hepcidin Genprodukt kann wiederrum, wie bereits beschrieben, durch die
Bindung an Ferroportin die Degradation dieses Eisenexporters bewirken und so die

intestinale Eisenaufnahme bzw. Eisenfreisetzung aus den Makrophagen limitieren.
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Abbildung 4-2: Schematische Darstellung der BMP6 induzierten Hepcidin Expression
(modifiziert nach Arndt et al. 2009).

Es bleibt allerdings unklar, auf welche Weise die erhéhten Eisenspiegel die BMP6
Expression in den Enterozyten verstarken konnen. Ein bekannter Mechanismus, durch
welchen veranderte Eisenspiegel auf wichtige Gene des Eisenstoffwechsels (z.B. TfR1,
DMT1) Einfluss nehmen koénnen, ist die Aktivierung des ,ron responsive element®/,iron
regulatory protein® (IRE/IRP) Systems. Dieses ermdglicht eine posttranskriptionale
Regulation der Expression dieser Gene. Denn je nach Lokalisation des .ron responsive
elements® (5 oder 3’ untranslatierte Region (UTR)), kommt es nach der Bindung des ,iron
regulatory proteins®, als Antwort auf einen niedrigen Eisengehalt zu einer Stabilisierung der
MRNA und somit deren verstarkten Translation (3 UTR) bzw. zu einer Hemmung der
Translation des Transkripts (5’ UTR; siehe Einleitung 1.5.2). Da computerbasierte Analysen
der untranslatierten Region von BMP6 keine Sequenzhomologien zu einem ,iron responsive
element® erkennen liel3en, ist die Beteiligung dieses Mechanismus eher unwahrscheinlich
(Daten nicht gezeigt). Uber welche mechanistischen Zusammenhénge der vorliegende
Eisengehalt die Transkription von BMP6 modulieren kann und inwiefern dabei andere
posttranskriptionale Mechanismen involviert sein kénnten, wird Gegenstand zukunftiger

Untersuchungen sein.
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4.2.3 Analyse der Interaktion des Eisen-abhangigen BMP6-induzierten Smad-

Signalwegs mit weiteren Regulationsmechanismen

Neben der Aktivierung des Smad-Signalwegs durch BMP6 wurde fir weitere Mechanismen
(STAT-Signalweg, HFE/TFR2-Signalweg) eine Beteiligung an der Hepcidin Expression
diskutiert (siehe Einleitung 1.5.3). Zu den wichtigsten und best charakterisierten
Mechanismen zahlen dabei zum einen die Induktion der Hepcidin Expression infolge eines
inflammatorischen Stimulus und zum anderen der vom Eisengehalt abhangige HFE/TFR2-
Signalweg, auf welche im Folgenden naher eingegangen werden soll.

Bislang wurden mehrere inflammatorische Cytokine (z.B.: IL-1, IL-6, TNF-a) fir eine
mdgliche Regulation der Hepcidin Expression beschrieben (Lee et al. 2004, Lee et al. 2005).
Am detailliertesten konnte die Signaltransduktion ausgehend von IL-6 charakterisiert werden,
welche durch die Aktivierung des STAT-Signalwegs zu einer Induktion der Hepcidin
Expression fihrt (siehe 1.5.3). Allerdings zeigten Untersuchungen an Mausen, in welchen
Leber-spezifisch die Expression von Smad4 ausgeschaltet wurde, dass ein
inflammatorischer Stimulus in diesen Tieren keine Induktion der Hepcidin Expression
hervorrufen kann, wodurch sich eine starke Eiseneinlagerung in diversen Organen der
Mause einstellte (Wang et al. 2005). Weiterhin ist fir eine vollstandig durch IL-6 vermittelte
Induktion der Hepcidin Expression sowohl das Vorhandensein des ,BMP-responsive
elements 1“ (siehe oben) als auch eine STAT-Bindungsstelle im hepcidin Promotor
erforderlich (Casanovas et al. 2009, Truksa et al. 2009). Dies zeigt, dass fur den
inflammatorischen Signalweg die Interaktion mit der BMP/Smad-Signalkaskade von
essentieller Bedeutung ist. Daher ist die Rolle von BMP6, als Schlusselregulator der Eisen-
homdostase madglicherweise auch fir die Inflammations-vermittelte Hepcidin Expression von
Relevanz. Untersuchungen von Meynard und Kollegen (2009) zeigten in diesem Zusammen-
hang, dass die Behandlung von BMP6 defizienten Mausen mit inflammatorischen Stimuli
(mittels LPS) eine Induktion der Hepcidin Expression bewirken kann. Dies weist auf einen
voneinander unabhangigen Verlauf des Eisen-sensorischen Signalwegs und des
inflammatorischen Signalwegs hin. BMP6 ist dabei nur fir den Eisen-sensorischen
Signalweg von essentieller Bedeutung. Im Gegensatz dazu kénnen inflammatorische Effekte
zwar ausschlielllich durch die Interaktion mit der Smad-Signalkaskade eine vollstandige
Induktion der Hepcidin Expression erzielen, doch bleibt der Ligand, welcher dabei den
Smad-Signalweg aktiviert unbekannt. Die Analyse diverser Liganden der TGF-B/BMP-
Superfamilie im Hinblick auf eine Beteiligung an der, durch inflammatorische Stimuli
ausgelosten Hepcidin Expression, muss deshalb Gegenstand zukinftiger Untersuchungen

sein.
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Auch hinsichtlich der Regulation des Eisen-sensorischen Signalwegs existierten
urspriinglich unterschiedliche Hypothesen. Einerseits konnte eine wichtige Funktion des HFE
(Hadmochromatose) Genprodukts fir die Regulation des Eisenstoffwechsels postuliert
werden, denn die Mutation des hfe Gens in der Leber resultierte in einer verstarkten Eisen-
einlagerung sowie einer verminderten Hepcidin Expression. Andererseits war bereits seit
langem die Rolle des BMP-Signalwegs in der Regulation des Eisenstoffwechsels bekannt
und sehr gut untersucht (siehe 1.5.3). Dass der BMP/Smad-Signalweg bei der Modulation
der Eisenhomdostase die zentrale Stellung einnimmt, lieBen Analysen an Smad4 defizienten
Mausen vermuten. Denn auch in diesen konnte eine verminderte Hepcidin Expression und
eine folglich verstarkte Eiseneinlagerung in der Leber und in anderen Organen festgestellt
werden, jedoch zeigten die Mause im Vergleich zu der HFE Mutation einen wesentlich
drastischeren Phanotyp auf (Chen und Chloupkova 2009). Die Ergebnisse der
Untersuchungen hinsichtlich einer mdglichen bzw. notwendigen Interaktion beider
Signalwege differierten stark. So postulierten Truksa und Kollegen (2006), dass die Induktion
der Hepcidin Expression durch den BMP-Signalweg unabhangig von HFE, TFR2
(Transferrin-Rezeptor 2) und IL-6 verlauft. Dahingehend wiesen weitere Untersuchungen
eher auf eine mogliche Assoziation der HFE/TFR2-Signalkaskade mit dem BMP/Smad-
Signalweg hin (siehe 1.5.3). Neueste Betrachtungen gehen davon aus, dass es bei einem
hohen Eisengehalt (hohe Serum holo-Transferrin-Sattigung) zu einer Ablésung des HFEs
vom Transferrin-Rezeptor 1 kommt, so dass die Eisenaufnahme Uber den freigewordenen
TfR1-Rezeptor erméglicht wird. Anschlieend bildet das HFE vermutlich mit dem stabili-
sierten Transferrin-Rezeptor 2 einen Komplex und kann so durch eine potentielle Interaktion
mit BMPs bzw. BMP Ko-Rezeptoren (wie z.B. Hamojuvelin) die Hepcidin Expression
induzieren (Schmidt et al. 2008, Ganz et al. 2008, Gao et al. 2009). Jedoch blieb bis dato
ungeklart, ob eine Interaktion mit dem BMP/Smad-Signalweg zur Regulation der Hepcidin
Expression erforderlich ist und ob HFE als Eisensensor fungieren kann. Untersuchungen von
Vujic Spasic und Kollegen (2008) zeigten, dass HFE nicht in den Enterozyten exprimiert wird
und nur in der Leber zur Regulation der Hepcidin Expression beitragen kann. Da im Rahmen
der vorliegenden Arbeit des Weiteren fliir BMP6 eine Eisen-abhangige Expression in den
Zellen des Dinndarms nachgewiesen werden konnte, kann eine Positionierung von HFE
unterhalb von BMP6 in der Regulation des Eisenstoffwechsels geschlussfolgert werden.
Ebenfalls ist jedoch denkbar, dass HFE mit BMP6 in der Leber zur Initiation der Hepcidin
Expression interagiert. Sowohl die von Corradini et al. (2009) als auch die von Kautz et al.
(2009) durchgefiihrten Analysen an HFE Knockout Mausen unterstitzten diese Hypothese.
Denn in HFE Knockout Mausen konnte aufgrund der erhohten Eisenspiegel eine verstarkte
BMPG6 Expression in der Leber der Tiere detektiert werden. Jedoch war dabei keine Induktion

des Smad-Signalwegs bzw. der Hepcidin Expression feststellbar. Dies beweist, dass HFE
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nicht in die Eisen-abhangige Regulation der BMP6 Expression involviert ist, aber an der
Smad-Signalkaskade zur Induktion der Hepcidin Expression beteiligt ist. Es wird ange-
nommen, dass HFE vermutlich mit dem BMP-Rezeptorkomplex (aus BMP Typ | und I
Rezeptor; Kautz et al. 2009) interagiert, allerdings wurde der dafir verantwortliche
molekulare Mechanismus noch nicht aufgeklart. Da des Weiteren auch die Beteiligung des
Transferrin-Rezeptors 2 noch nicht detailliert analysiert wurde, bleibt dies ein interessantes
Feld far zukunftige Untersuchungen.

Abbildung 4-3 ordnet die neuen Erkenntnisse, welche durch die Analysen der mit BMP6

assoziierten Signalwege erlangt wurden, in die bisher bekannten Ablaufe ein.

BMP6 C_ ) BMP?

Smad 1/5/8

ad 4|

Abbildung 4-3: Schematische Darstellung der unterschiedlichen molekularen
Mechanismen zur Regulation der Hepcidin Expression (nach Arndt et al. 2009 modifiziert);
rote Pfeile kennzeichnen neu charakterisierte molekulare Zusammenhénge, welche mit BMP6
assoziiert sind.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass BMP6 sowohl in vitro als auch in vivo
in der Lage ist die Hepcidin Expression in der Leber zu regulieren. Es wird dabei nicht direkt
in der Leber, dem Ort, in welchem die Regulation der Hepcidin Expression erfolgt, exprimiert.
Vielmehr erfolgt die BMP6 Expression im Dinndarm und zwar in Abhangigkeit vom
Eisenspiegel. Es fungiert somit als Eisensensor und stellt eine Verbindung zwischen dem
Darm und der Leber als komplexes regulatorisches System zur Aufrechterhaltung der
Eisenhomoéostase her. Weiterhin konnte durch diese Charakterisierung von BMP6 als
Schlisselregulator des Eisenstoffwechsels, neue Erkenntnisse zur Aufklarung des Einflusses
bzw. der Interaktion mit dem HFE/TFR2 und dem inflammatorischen Signalweg zur

Regulation des Hepcidin-Spiegels erzielt werden, so dass die hier dargestellten Ergebnisse
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insgesamt betrachtet einen entscheidenden Beitrag zur Aufklarung der molekularen

Mechanismen des Eisenstoffwechsels leisteten.

4.3 Die Regulation der Hepcidin Expression im hepatozellularen Karzinom

durch den BMP Ko-Rezeptor Hamojuvelin

Im ersten Abschnitt der Arbeit konnte gezeigt werden, dass BMP4 im hepatozellularen
Karzinom (HCC) verstarkt exprimiert wird. Des Weiteren konnte im zweiten Abschnitt fest-
gestellt werden, dass BMP6 in vivo die Modulation der Hepcidin Expression vermittelt und so
entscheidend die Eisenhomdostase beeinflusst. Da BMP6 ebenso wie BMP4 ein Mitglied der
BMP-Familie ist, stellte sich die Frage, ob auch BMP6 im HCC verstarkt exprimiert wird und
inwiefern dies einen Einfluss auf die Regulation der Hepcidin Expression und somit auf den
Eisenstoffwechel im HCC haben kdnnte.

Untersuchungen des BMP6 Expressionsniveaus zeigten sowohl auf mRNA als auch auf
Proteinebene eine erhéhte BMP6 Expression in den beiden verwendeten HCC-Zelllinien
(Hep3B und PLC). In den gqRT-PCR Analysen an HCC-Geweben konnte keine signifikant
gesteigerte Expression von BMP6 im Vergleich zu normalen Lebergeweben detektiert
werden. Jedoch entsprechen die dabei als ,normal-Kontrollen® verwendeten Proben, wie
bereits im ersten Kapitel beschrieben, nicht ,gesunden® Lebergeweben (siehe 4.1). In diesen
Versuchen wurden keine an das hepatozellulare Karzinom angrenzenden Gewebe zum
Vergleich verwendet, sondern vielmehr Gewebe aus Lebern, welche aufgrund von
Metastasen anderer Tumorarten entnommen wurden. Zwar konnte so der Einfluss des HCCs
auf das umliegende Gewebe ausgeschlossen werden, nicht jedoch molekulare
Veranderungen durch die vorliegenden Metastasen oder aber zirrhotische Veranderungen.
Auch wenn die BMP6 mRNA Expression in den HCC-Geweben aufgrund einer hohen
Varianz somit nicht signifikant gesteigert war, konnte eine verstarkte Expression detektiert
werden. Western Blot Analysen bestatigten dies auf Proteinebene wesentlich deutlicher.

Wie bereits oben erwahnt, reguliert BMP6 in vivo die Hepcidin Expression. Durch den
erhéhten BMP6-Spiegel im HCC sollte es folglich zu einer ebenfalls verstarkten Expression
von Hepcidin kommen. Jedoch wurde bislang die Expression von Hepcidin im
hepatozelluldren Karzinom kontrovers diskutiert. Tseng und Kollegen (2009) zeigten eine
verminderte Hepcidin mRNA Expression in HCC-Geweben im Vergleich zu normalen
Lebergeweben, allerdings flihrten sie dabei keine Untersuchungen auf Proteinebene durch.
Zwar konnten Kijiama und Kollegen (2008) die verminderte Hepcidin Expression in HCC-
Geweben auf mMRNA Ebene bestatigen, aber konnten auf Proteinebene keine Korrelation der

Serum Hepcidin-Konzentration mit den mRNA Spiegeln beobachten. Da bisher dies-
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bezuglich keine weiterfuhrenden Untersuchungen durchgefuhrt wurden und in den zitierten
Studien zusatzlich nie der Einfluss einer verstarkten BMP Expression im HCC auf die
Hepcidin-Spiegel in Betracht gezogen wurde, erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit
eine detaillierte Analyse der Hepcidin Expression im HCC. Bemerkenswerterweise konnte
dabei gezeigt werden, dass es trotz der hohen BMP-Spiegel zu einer verminderten Hepcidin
MRNA Expression in HCC-Zelllinien und HCC-Gewebeproben kommt (Kapitel 3.3.2). Dies
konnte auch auf Proteinebene bestatigt werden, denn die Seren HCC-erkrankter Probanden
wiesen eine signifikant niedrigere Hepcidin Konzentration im Vergleich zu den Seren
gesunder Probanden auf (siehe 3.3.2). Dies lasst darauf schlieRen, dass HCC-Patienten
infolge der erhéhten BMP Expression nicht, wie eigentlich erwartet, durch eine verstarkte
Hepcidin Expression eine Anamie entwickeln, sondern im Gegenteil durch die geringen
Hepcidin-Spiegel verstarkt Eisen aufnehmen kénnen. Denn durch die geringe Hepcidin
Expression im HCC wird der Eisenexporter Ferroportin kaum degradiert wodurch die
Eisenfreisetzung bzw. -aufnahme erhoht wird (siehe 1.5.3). Ein Screening der Seren HCC-
erkrankter bzw. gesunder Probanden bestatigte dabei die verstarkte Eisenaufnahme, denn
HCC-Patienten zeigten entsprechend der geringen Hepcidin Expression eher erhéhte Serum
Eisenwerte (Daten nicht gezeigt). Dies konnte auch in Untersuchungen von Sorrentino et al.
(2009) bzw. Hellerbrand et al. (2003) festgestellt werden. Allerdings muss die geringe
Hepcidin Expression und die folglich verstarkte Eisenaufnahme im HCC nicht zwangslaufig
zu einer verstarkten Eiseneinlagerung fuhren, da im Tumor der Bedarf an Eisen (unter

anderem zur Bildung von Hadmoglobin) ebenfalls erhdht ist (Hann et al. 1991).

4.3.1 Analyse der Ursache fiir die verminderte Hepcidin Expression im HCC

Als eine der moglichen Ursachen der verminderten Hepcidin Expression war ein verandertes
Expressionsmuster des BMP6 Rezeptors vorstellbar. Wie bereits im vorherigen Kapitel
beschrieben, vermittelt BMP6 die Induktion der Hepcidin Expression durch die Aktivierung
des Smad-Signalwegs (siehe 4.2). Dazu bindet BMP6 zusammen mit dem BMP Ko-Rezeptor
Hamojuvelin (HJV) an einen praformierten Rezeptorkomplex aus einer BMP Typ | (Alk2 und
Alk3) und Typ II (ActR-ll, ActR-lIB) Rezeptoruntereinheit, so dass anschlieRend der
konstitutiv aktive Typ |l Rezeptor den Typ | Rezeptor phosphoryliert und so die Smad-
Signalkaskade initiiert wird (siehe Einleitung 1.4.1). Im Gegensatz zu BMP6 kénnen zwar
auch die anderen Eisenstoffwechsel-regulierenden BMPs (BMP2, 4 und 9) in vitro die
Hepcidin Expression Uber den gleichen Signalweg und den ausgebildeten BMP Typ | und Il
Rezeptorkomplex modulieren, allerdings erfolgt die Bindung dieser BMPs an die Alk3 Typ |

Rezeptoruntereinheit (die Alk6 Untereinheit wird nicht in der Leber exprimiert; siehe
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Einleitung 1.4.1). Da der BMP Typ | Rezeptor eine wesentlich hdheren Liganden-Affinitat
aufweist als der BMP Typ Il Rezeptor (Nohe et al. 2004) und weiterhin zwar alle BMPs an die
Alk3 Untereinheit binden kdnnen, jedoch nur BMP6 an die Alk2 Untereinheit, zeigt dies eine
Spezifitat des Alk2 Rezeptors fur die BMP6 vermittelten Effekte (siehe Abbildung 4-4).

BMpPs BMP6

-
e T

Alk3 Alk2
BMPRI BMPR Il

(Crevcen )=

Abbildung 4-4: Vereinfachte schematische Darstellung der BMP bzw. BMP6 induzierten
Smad-Signalkaskade (nach Corradini et al. 2009 modifiziert).

Um die BMP6 spezifische Rezeptor Expression zu erfassen, wurde deshalb die Expression
des Alk2 Rezeptors mittels qRT-PCR untersucht. Dabei konnte eine lediglich geringe
Expression des Alk2 Rezeptors in den HCC-Zelllinien und -Geweben im Vergleich zu
primaren humanen Hepatozyten bzw. normalen Lebergeweben detektiert werden. Dies lasst
den Schluss zu, dass BMP6 im HCC nicht in der Lage ist die Hepcidin Expression zu
induzieren bzw. zu modulieren, da keine Expression der BMP6 spezifischen BMP Typ |
Rezeptoruntereinheit erfolgt, welche fur die Signaltransduktion erforderlich ware.

Neben BMP6 wurden allerdings, wie bereits erwahnt, noch weitere BMPs (BMP 2, 4 und 9)
fir eine mdgliche Regulation der Hepcidin Expression in vitro diskutiert (siehe oben). Dabei
zahlt BMP4 zu den validesten und am haufigsten untersuchten Modulatoren des Eisen-
stoffwechsels (Lin et al. 2007, Babitt el. 2007, Truksa et al. 2007, Xia et al. 2008, Zhang et al.
2009). Weiterhin konnte bereits in den Untersuchungen des ersten Abschnitts der Arbeit
festgestellt werden, dass BMP4 im HCC verstarkt exprimiert wird (siehe 3.1.1). Es stellte sich
nun die Frage, welchen Einfluss ein erhohter BMP4-Spiegel auf die Expression von Hepcidin
im hepatozellularen Karzinom ausiiben kann. Zur Untersuchung dieses Sachverhalts wurden
primare humane Hepatozyten (PHHs) bzw. die beiden HCC-Zelllinien Hep3B und PLC mit
rekombinantem BMP4 behandelt und anschlieBend die Hepcidin Expression in den Zellen
mittels gRT-PCR bestimmt. Interessanterweise lie} sich in den PHHs eine starke Induktion
der Hepcidin Expression nach der Behandlung mit BMP4 feststellen, wohingegen in den
HCC Zelllinien die Expression nur schwach gesteigert wurde. Dies zeigt, dass ebenso wie
BMP6 auch BMP4 nicht in der Lage ist die Hepcidin Expression im HCC zu induzieren. Im
Gegensatz zu BMP6 ist BMP4 jedoch nicht von der Anwesenheit des Alk2 Rezeptors
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abhangig, da es nicht an diesen binden kann (siehe oben). Diese Ergebnisse zeigen, dass
der alleinige Verlust des Alk2 Rezeptors nicht flr die deregulierte Hepcidin Expression im
HCC verantwortlich sein kann und deuteten auf die Beteiligung eines weiteren Modulators
hin. In Betracht kam dabei Hamojuvelin, denn es fungiert in membrangebundener Form als
BMP Ko-Rezeptor und ist in der Lage, durch die Bindung an BMP2, 4 und 6 die Smad-
Signalkaskade zur Induktion der Hepcidin Expression zu verstarken (Lin et al. 2007, Xia et
al. 2008). Tatsachlich zeigten Analysen der HJV Expression sowohl auf mRNA als auch auf
Proteinebene eine stark verminderte Expression in den HCC-Geweben und HCC-Zelllinien.
Interessanterweise konnten Babitt und Kollegen (2006, 2007) bereits feststellen, dass eine
Dysfunktion von HJV in der Leber zu einer verminderten Aktivierung des BMP Signalwegs
und folglich zu einer geringeren Hepcidin Expression flihrt. Insgesamt betrachtet lasst dies
vermuten, dass es im HCC durch den Verlust von HJV, trotz der hohen BMP
Expressionsspiegel, zu einer verminderten Hepcidin Expression kommt.

Aufgrund der oben beschriebenen Beobachtungen, sollte im weiteren Verlauf dieser Arbeit
die Beteiligung von HJV an der BMP-induzierten Hepcidin Expression im HCC untersucht
werden. Dazu wurde die HCC-Zelllinie PLC mit einem HJV Expressionskonstrukt bzw. dem
korrespondierenden Kontroll-Plasmid transfiziert und anschliefend mit rekombinantem
BMP4 behandelt. Wie erwartet zeigten die Kontroll-transfizierten PLC Zellen nach der
Behandlung mit BMP4 eine nur schwache Induktion der Hepcidin Expression im Vergleich zu
den unbehandelten Zellen. Im Gegensatz dazu konnte in HJV-transfizierten PLC Zellen eine
wesentlich starkere Induktion der Hepcidin Expression nach der Behandlung mit BMP4
detektiert werden. Diese sollte theoretisch der Expressionsstarke von Hepcidin in den PHHs
nach der Behandlung mit BMP4 entsprechen, da HJV in letzteren noch endogen exprimiert
wird. Dass dies nicht der Fall war, kann auf verschiedenen Ursachen beruhen. Zwar wurde
der Transfektionserfolg der HCC-Zellen auf Basis einer ja/nein Entscheidung beurteilt, doch
lag selbst bei erfolgreicher Transfektion die Transfektionseffizienz lediglich bei 40 Prozent.
Es ist somit sehr gut vorstellbar, dass sich die abweichenden Effekte durch den Anteil an
nicht-transfizierten Zellen ergeben. Weiterhin ist die Menge an HJV Expressionskonstrukt,
welche ftransfiziert werden muss, um die physiologische Situation in den PHHs nach-
zuahmen, sehr schwer abzuschatzen. Diese muss zuklinftig noch in Konzentrations-reihen
ermittelt werden, um vergleichbare Effekte in den PHHs und den HJV-transfizierten Zellen
detektieren zu kdénnen. Dennoch kann bereits aus den vorliegenden Untersuchungen
geschlussfolgert werden, dass es durch die verringerte Expression von HJV in HCC-Zellen
und die folglich kaum vorhandene BMP Ko-Rezeptor Aktivitat, trotz erhéhter BMP-Spiegel im
HCC-Gewebe nicht zu einer Induktion der Hepcidin Expression kommen kann.

Des Weiteren konnte in Analysen, welche nach Fertigstellung der vorliegenden Arbeit

durchgefihrt wurden, festgestellt werden, dass dieser regulatorische Mechanismus
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moglicherweise nicht nur in tumordsen Lebergeweben eine Rolle spielt. Denn auch
zirrhotische Lebergewebe wiesen bereits eine verminderte HJV Expression auf, wobei
diese nicht so stark ausgepragt war, wie in den tumordésen Geweben (Daten nicht gezeigt).
Da sich, wie oben erwahnt, das hepatozellulare Karzinom in 80% der Falle aus einer
Zirrhose entwickelt, ist meist ein Grofiteil der Leber bzw. des umgebenden Gewebes des
HCCs zirrhotisch (Fattovich et al. 2004). Da dieses zirrhotische Gewebe bereits eine
verminderte HJV Expression aufweist, findet vermutlich ebenfalls keine Induktion der
Hepcidin Expression mehr statt, so dass generell eine verbesserte Eisenaufnahme

ermoglicht wird (siehe unten).

4.3.2 Mechanismen zur Regulation der HJV Expression

Auf der Suche nach einem mdglichen Mechanismus, Uber welchen die HJV Expression
reguliert werden kénnte, wurden computerbasierte Promotorstudien zur Identifikation von
potentiellen Bindestellen fir Transkriptionsfaktoren durchgefiihrt. Dabei konnte eine HNF-1
(,hepatocyte nuclear factor-1%) Bindestelle im hjv Promotor identifiziert werden. Es ist bereits
sehr lange bekannt, dass HNF-1 vermindert im HCC exprimiert wird, wobei die Expression
dieses Transkriptionsfaktors mit dem jeweiligen Differenzierungsgrad der Zellen korreliert
(Wang et al. 1998, Ishiyama et al. 2003). Erst Hellerbrand und Kollegen (2008) konnten
jedoch bei Untersuchungen der Funktion und Regulation des Tumorsuppressors Melanoma
inhibitory activity 2 (MIA2) feststellen, dass HNF-1 im Promotorbereich von mia2 bindet.
Folglich flhrt die verminderte Expression von HNF-1 im HCC zu einer verminderten
Transkription von MIA2 und unterstiitzt so die Tumorprogression. Es ware daher denkbar,
dass auch HJV im HCC aufgrund des Verlusts von HNF-1 vermindert transkribiert wird.
Allerdings zeigte die Transfektion der HCC-Zelllinien Hep3B und PLC mit einem HNF-1
Expressionskonstrukt keine Induktion der HJV Expression, was eine moégliche Regulation
von HJV durch HNF-1 ausschlief3t.

Als eine weitere Ursache, durch welche die geringen HJV-Spiegel im HCC bedingt sein
kénnten, wéare die Uberexpression eines transkriptionellen Repressors in transformierten
Hepatozyten vorstellbar. Im hepatozellularen Karzinom zahlt zu den best charakterisierten
Repressoren der Transkription Snail, welcher verstarkt exprimiert wird und unter anderem
durch die Hemmung der Expression des Zell-Zelladhdsionsmolekiils E-Cadherin die
Progression des Karzinoms fordert (Sugimachi et al. 2003). Um eine mogliche Inhibierung
von HJV durch die verstarkte Expression von Snail im HCC nachweisen zu kénnen, wurden
HCC-Zelllinien mit einem antisense Snail Konstrukt transfiziert. Durch das eingebrachte

antisense Snail Konstrukt sollte die Repressor Funktion von Snail unterbunden werden, was
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zu einer Induktion der HJV Expression fuhren hatte mussen. Doch auch hier zeigten qRT-
PCR Analysen keine gesteigerte Expression von HJV. Weder der transkriptionelle Repressor
Snail noch der Transkriptionsfaktor HNF-1 sind folglich in der Lage, die HJV Expression zu
modulieren.

Weitere mdgliche Mechanismen zur Hemmung der Gen-Expression umfassen vorliegende
Hypermethylierungen in dessen Promotorbereich sowie Motive in der 3’ UTR des zuge-
horigen Transkripts, welche eine RNA Instabilitdt bedingen. Dabei konnten Hyper-
methylierungen im Promotorbereich von HJV ausgeschlossen werden, da computerbasierte
Analysen keinerlei CpG-Inseln aufzeigten. Interessanterweise konnten aber in der 3
untranslatierten Region des Hamojuvelin Transkriptes AU (Adenin/Uracil)-reiche Sequenzen
(ARESs) identifiziert werden, welche als mégliche Ursache fir eine mRNA Destabilisierung
beschrieben worden sind. Denn AREs steigern die Deadenylierungsrate und somit die
mRNA Degradation. Letztere wird durch einen initialen Deadenylierungsschritt (Abbau des
Poly-(A) Endes), das anschlieliende Decapping sowie dem Abbau der mRNA durch eine
5'>3" Exonuklease vermittelt (Chen und Shyu 1995, Mitchell und Tollervey et al. 2000).
Weiterhin stellen AREs auch Bindungsstellen fir diverse Proteine (,ARE binding proteins®,
ARE-BP) dar, wobei je nach Interaktion mit dem entsprechenden ARE-BP sowohl die
Destabilisierung als auch die Stabilisierung der mRNA begtinstigt werden kann (Barreau et
al. 2006).

Zur Untersuchung der mRNA Stabilitdt von HJV wurden PHH und HCC Zellen mit
Actinomycin D, welches eine Inhibition der Gen-Transkription in den Zellen bewirkt,
behandelt und anschlieRend die Halbwertszeit des HJV Transriptes in den Zellen bestimmt.
Bemerkenswerterweise konnte dabei eine geringere Halbwertszeit und somit eine hdhere
RNA Instabilitdt der HJV mRNA in den HCC-Zelllinien im Vergleich zu den PHHSs festgestellt
werden. Diese verminderte Stabilitdt des HJV Transkriptes ist eine mogliche Ursache fur die
kaum detektierbare HJV Expression im HCC. Allerdings fehlen fur einen endgultigen Beweis
noch Untersuchungen, in welchen HCC Zellen mit einem HJV Konstrukt ohne 3 UTR bzw.
ohne AU-reiche Sequenzen transfiziert werden. Durch die daraus resultierende
Stabilisierung der mRNA sollte auch in den HCC Zellen eine Halbwertszeit, vergleichbar zu
der in den PHHs detektierten, erzielt werden konnen. Zudem bleibt vorerst unklar, welches
ARE-BP an der Regulation beteiligt ist, was Gegenstand zukinftiger Untersuchungen sein
wird.

Dennoch kann aufgrund der bisher erzielten Ergebnisse geschlussfolgert werden, dass
vermutlich eine verstarkte Destabilisierung der HJV mRNA Ursache flr die verminderte HJV
Expression im HCC ist. Somit liegt im HCC keine normale Eisen-abhangige Induktion der
Hepcidin Expression vor, bei welcher erhdhte BMP-Spiegel durch die Bindung an den BMP

Ko-Rezeptor HJV zu einer verstarkten Expression von Hepcidin fuhrt. Vielmehr verhindert

-87-



4. Diskussion

der geringe HJV-Spiegel den Einfluss der starken BMP Expression auf die Hepcidin
Expression. Da hierdurch eine Dysregulation des Eisenstoffwechsels im HCC identifiziert
werden konnte, missen publizierte Untersuchungen des physiologischen Eisenstoffwechsels
in HCC-Zelllinien kritisch betrachtet werden. Sehr haufig werden in der Literatur HCC-
Zelllinien anstelle von primaren humanen Hepatozyten als Modell zur Untersuchung des
Einflusses der BMPs auf die Hepcidin Expression verwendet. Truksa und Kollegen (2006)
konnten in diesem Zusammenhang bereits feststellen, dass eine wesentlich hdhere
Konzentration an rekombinanten BMPs erforderlich ist, um in HCC-Zellen eine Induktion der

Hepcidin Expression hervorzurufen, deren Starke mit den Effekten in PHHs vergleichbar ist.

Durch die in der vorliegenden Arbeit durchgefliihrten Analysen konnte somit aufgezeigt
werden, dass eine verminderte Expression von HJV im hepatozellularen Karzinom vorliegt.
Wie weiterhin demonstriert werden konnte, erfolgt deshalb trotz der im HCC vorliegenden,
verstarkten Expression von BMPs keine Induktion der Hepcidin Expression. Dies ist
vermutlich der entscheidende Mechanismus, durch welchen HCC-Patienten, die erhohte

BMP-Expressionsspiegel aufweisen, vor dem Auftreten einer Anamie geschiitzt werden.
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5. Materialien und Methoden

5.1 Materialien

5.1.1 Allgemeine Materialien

Amersham/ GE Healthcare Buchler
GmbH & Co.KG, Braunschweig

BD Biosciences, Bedford, USA

BD Discovery Labware Falcon™,
Boston, USA

Behrens, Hamburg

BioRad, Richmond, USA

BioWhittaker Molecular
Applications, Rockland, USA

Braun, Frankfurt am Main

Carl Zeiss,
Minchen-Hallbergmoos

Clontech, Mountain View, USA

Dako, Hamburg

DRG Instruments, Marburg

GraphPad Software Inc.,
San Diego, USA

[y->2P]-dATPs, 3.000 Ci/mmol,
NICK™ Columns

Matrigel, Biocoat™ Matrigel Invasion Chamber,

8-Kammer Polystyrol Objekttrager

Einmalartikel fir Zellkultur

Agar

Immun-Blot™ PVDF Membran, Protean®XL
size

SeaKem® LE Agarose

Aqua injectabile

AxioCam, MR Grab Software

diverse Primer fur die qRT-PCR
Envision™ Polymer Konjugat, DAB(+)-L6sung
Hepcidin-Prohormon ELISA

GraphPad Prism 4.03 Software
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Invitrogen, Carlsbad, USA

Merck, Darmstadt

Millipore, Eschborn

Neuro Probe, Gaithersburg, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA

Nunc, Wiesbaden

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Pierce / Peribo Science, Bonn

Promega, Madison, USA

Qiagen, Hilden

R&D Systems, Minneapolis, USA

Riedel de Haen, Seelze

Roche Diagnostics, Mannheim

Lipofectamine PLUS™  Reagent, Lipo-
fectamine™ Reagent, RNAse H, SuperScript™
Il Reverse Transcriptase Kit, SeeBlue® Plus2
Protein Standard, Ready-Load™ 100 bp und
1 kb DNA Ladder, pcDNAS3 Vektor

Hemacolor Fixierlésung, Farbreagenz rot / blau
Einmal-Sterilfilter

Polykarbonat Membranen fur Boydenkammer
(Porengrdlie 8um)

Restriktionsendonukleasen, NEBuffer  fur

Restriktionsenzyme
96-Well Platten fur BCA Messungen

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM),
Fotales Kalberserum (FKS), Trypsin, PBS
(phosphate  buffered  saline), Penicillin/
Streptomycin

BCA Protein Assay Kit

Dual-Luciferase® Reporter Assay System,
pRL-TK Vektor, pGL3-basic und pGL3-control
Vektor, TNT® Quick Coupled Transcription/
Translation Systems

HiSpeed™ Plasmid MIDI Kit, RNeasy® Mini Kit,
HiPerFect Transfektionsreagenz

DuoSet® BMP4 ELISA
Ethanol, Methanol

Taq®-DNA Polymerase, RNAse A, LightCycler®
Kapillaren, Restriktionsendonukleasen, Poly-
nucleotidkinase, Ethidiumbromid, dNg Primer,
XTT Reagenz
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Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Stratagene, Heidelberg

Takara Bio Inc., Shiga, Japan

VWR, Darmstadt

Whatman International Ltd., Maidstode,
England

Zymed Laboratories Inc., San Francisco,
USA

5.1.2 Gerite

Autoklaven

Tuttnauer/Systec, Wettenberg

Blotapparaturen

Whatman Biometra, Géttingen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

Roti®-Load 4x denaturierend

Oligonukleotide, D(+)-Glukoseldésung 45%,
Acrylamid 30% und 40% L&sung, Bromphenol-
blau, Trypsin, BSA, TEMED, Ampicillin,
DMSO, SDS, DTT, Ethidiumbromid, IPTG,
Tween-20, alle nicht aufgeflihrten Chemikalien
in p.a. Qualitat

Epicurian Coli® XL2-Blue MRF’
kompetente Escherichia Coli Zellen

ultra-

SYBR® Premix Ex Taq™ (Perfect Real Time)

Kaiser’s Glycerin Gelatine, Schnell-farbelésung
1, 2, 3 fur Boydenkammer

Whatman 3MM Filterpapier, Nucleopore®

Track-Etch Membrane

BCIP/NBT Substrate Kit

Tischautoklav Modell 2540EL
Autoklav 2540 EK

Minigel Twin, Fastblot B34

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
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Brutschranke

Heraeus, Hanau Zellinkubator CO,-Auto Zero
Begasungsbrutschrank BB6220
COs-Inkubator HeraCell 240

Gelelektrophoreseapparaturen

BioRad, Miinchen Wide Mini Sub® Cell GT

Heiz- und Kihlblocke

Eppendorf, Hamburg Thermomixer 5436
Thermomixer comfort
Thermomixer compact

Mikroskope

Leica Microsystems CMS, GmbH, DM IL Type 090-135.001

Bensheim

Carl Zeiss, Miinchen-Hallbergmoos Axiovert 10, Axiovert 200, ICM 405
Spannungsgerate

Amersham Pharmacia Biotech, Electrophoresis Power Supply 1001
Little Chalfont, England Electrophoresis Power Supply 301
BioRad, Mlinchen PowerPac Basic, PowerPac HC

Sterilwerkbanke

Heraeus, Hanau LaminAir HB 2448, HeraSafe KS18
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Thermocycler

MJ Research, Waltham, USA

Roche Diagnostics, Mannheim

Waagen

Sartorius, Goéttingen

Zentrifugen

Eppendorf, Hamburg

Hereaeus, Hanau

Kisker, Steinfurt

Roche Diagnostics, Mannheim

Sonstige Geréate

Bachofer, Reutlingen

Bandelin, Berlin

Berthold, Miinchen

Blhler, Edmund, Tubingen

Eastman Kodak, Rochester, USA

Peltier Thermal Cycler PTC-200

LightCycler® lI

R160P, L2200S

Centrifuge 5810R, 5415D; MiniSpin Plus
Biofuge 13, Biofuge 22R, Megafuge 1.0
Tischzentrifuge

LC Carousel Centrifuge

UV-Transilluminator IL 350 K, 254nm

SONOPLUS Ultraschall-Homogenisator
HD2070, MS 72 Mikrospitze aus Titan

Luminometer Lumat LB 9507
Geiger-Zahler LB124

Schdttler SM 25

Entwickler X-Omat 2000 Processor
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Heidolph, Kehlheim

IKA-Labortechnik, Staufen

Molecular Devices GmbH, Miinchen

MWG Biotech, Ebersberg

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Savant, New York, USA
WTW, Weilheim

Xenox, Niersbach

5.1.3 Bakterienstamme

Epicurian Coli® XL2- Blue MRF’
(Stratagene, Heidelberg)

5.1.4 Saugetierzelllinien

Humane hepatozellulare Karzinomzelllinien:

Magnetrihrer MR 2000
MR 2002
Vortexer REAX 2000

Schittler IKA-Vibrax VXR

ELISA-Reader (Emax precision microplate
reader)

Geldokumentationssystem 2001i

Nanodrop® ND-1000-UV/Vis

photometer

Spektral-

Speedvac Concentrator SC 110

pH-Meter pH522

Stab-Homogenisator 40/E

ultrakompetente Escherichia coli Zellen

PLC ATCC-Nr.: CRL-8024

Hep3B

Die Zelllinen sind in der American Type Culture Collection (ATCC) hinterlegt und wurden von

dieser Zellbank bezogen.

ATCC-Nr.: HB-8064
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Primare Leberzellen:

PHH Primare humane Hepatozyten

mKZ Primare murine Kupfferzellen

mHSZ Primare murine hepatische Sternzellen
mHEP Primare murine Hepatozyten

Die isolierten humanen Hepatozyten wurden von PD Dr. Thomas Weiss (Zentrum flr
Leberzellforschung Universitatsklinikum Regensburg) zur Verfliigung gestellt (siehe 5.2.4.4).
Die murinen Leberzellen (KZ, HSZ, Hep) wurden von Dr. Christoph Dorn (Innere Medizin I,
Abteilung Experimentelle Hepatologie, Universitatsklinikum Regensburg) isoliert (siehe
5.2.4.5).

Humane Endothelzellen:

HMEC-1 Immortalisierte mikrovaskulare Endothelzelllinie

(Ades et al. 1992)

5.1.5 Gewebeproben

Humanes Lebergewebe und Gewebe des hepatozellularen Karzinoms (HCC):

Normales humanes Lebergewebe und HCC- bzw. dazu korrespondierendes nicht-
neoplastisches Lebergewebe stammte von Patienten, welche partiell hepatektomiert oder
lebertransplantiert wurden. Nach makroskopischer Untersuchung durch einen Pathologen
wurden die Proben sofort fir die jeweiligen Experimente aufgearbeitet oder in flissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

Die Verwendung des Patientenmaterials erfolgte nach den Richtlinien der Ethik-Kommission

des Klinikums der Universitat Regensburg.

Murines Leber- und Darmgewebe:

Die in den ex vivo Behandlungen eingesetzten murinen Gewebeproben stammten von
129Sv/Ev Wildtyp Mausen (BMP6*"*). Die Mduse wurden freundlicherweise vom Robertson

Laboratorium (Abteilung fiir Molekular- und Zellbiologie, Harvard Universitat, Cambridge) zur
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Verflgung gestellt und von Dr. Stephanie Arndt (Molekulare Pathologie, Universitatsklinikum
Regensburg) gezichtet und prapariert. Die Verwendung der Gewebe erfolgte sofort nach der
Entnahme aus den Mausen, wobei in den ex vivo Behandlungen standardisiert jeweils 0,05 g
Lebergewebe oder 0,025 g Darmgewebe eingesetzt wurden. Die Inkubationen der Gewebe-
sticke mit den entsprechenden Reagenzien (siehe 5.1.8), erfolgten fur 1 Stunde (RNA-
Analytik) und 4 Stunden (Protein-Analytik) bei Raumtemperatur im Dunkeln.

Fir die in vivo Untersuchungen wurden zusatzlich BMP6 Knockout Mause (BMP67)
verwendet, welche ebenfalls vom Robertson Laboratorium (siehe oben) zur Verfugung
gestellt wurden. Sowohl fir die Versuche, in welchen den Tieren verschiedene Eisen-haltige
Futtermittel geflttert wurden (Dauer 3 Wochen) als auch fiir die Injektion von Eisen in die
Tiere (einmalige Injektion, Inkubationszeit 4-8 Stunden) wurden Mause im Alter von 2 bis 3
Monaten verwendet. Die erforderlichen Gewebe wurden sofort nach Ende der Behandlung
entnommen, fotografiert und entsprechend der geplanten Analysen aufgearbeitet.

Die Untersuchungen erfolgten in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Stephanie Arndt, wobei sie

alle in vivo Analysen durchgefiihrt hat.

5.1.6 Vektoren

pcDNA3

Der pcDNA3 Vektor (Invitrogen, Carlsbad, USA) gewahrleistet durch die Verwendung eines
CMV (Cytomegalovirus) Promotors eine konstitutive Expression einklonierter Gensequenzen

in Saugetierzelllinien.

pCMX-PL1

Der pCMX-PL1 Vektor ist ein Expressionskonstrukt bestehend aus den Vektoren pUC 19
und CDMS.

pCMX-PL2-Flag

Der pCMX-PL2 Vektor ist ebenfalls ein Expressionskonstrukt, welches aus den Vektoren
pUC 19 und CDMS8 besteht und zusatzlich eine Flag Erkennungssequenz enthalt (Umesono,
1991, Cell).

pGL3-basic

Der pGL3-basic Vektor (Promega, Madison, USA) ist ein Reportervektor, der eine multiple

Klonierungsstelle (MCS, multiple cloning site) zur Insertion eines Promotors besitzt. Zur
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Bestimmung der transkriptionellen Aktivitat des Promotors enthalt der Vektor hinter der MCS

ein luziferase Gen der Feuerfliege (Photinus pyralis), welches als Reportergen dient.

pRL-TK

Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz bei der Durchfihrung von Luziferase Assays wird der
kommerziell erhaltliche pRL-TK Vektor (Promega, Madison, USA) zusammen mit dem
eigentlichen Reporter-Plasmid kotransfiziert. Der pRL-TK Vektor enthalt ein modifiziertes
luziferase Gen, welches aus Renilla reniforis isoliert wurde, unter der Kontrolle eines HSV-

TK (Herpes simplex Virus-Thymidinkinase) Promotors.

BMP4 Promotor-Reporterkonstrukt

Far das BMP4 Promotor-Reporterkonstrukt wurde ein 625 bp gro3es Fragment (mit HRE
(hypoxia-responsive element) und Ets-1 Bindestellen) des humanen bmp4 Promotors vor
das luziferase Gen in den pGL3 basic Reportervektor kloniert.

Dieses Konstrukt wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Markus Moser (Max-Plank-Institut

fur Biochemie, Martinsried) zur Verfugung gestellt.

BMP4 antisense (asBMP4) Konstrukt

Fir das antisense BMP4 Konstrukt wurde ein 670 bp groRes Fragment des humanen bmp4
Gens mittels RT-PCR amplifiziert und revers lGber Eco Rl Schnittstellen in das pCMX-PL1

Plasmid unter der Kontrolle eines CMV Promotors einkloniert (Rothhammer et al. 2005).

Reporterkonstrukt zur Bestimmung der Ets-1 Aktivitat

Fir das Ets-1 Reporterkonstrukt (zur Aktivitdtsbestimmung) wurde die Sequenz 5'-
GATCTCGAGGAAGTGACTAACTGAGCACAGTCGA-3' mit der Ets-1 Bindungsstelle dreimal
uber Pvull und Hindlll Schnittstellen in den PTKFLUC Vektor, welcher ein luziferase Gen
enthalt einkloniert.

Dieses Konstrukt wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. F. Soncin (Institut de Biologie

de Lille) zur Verfigung gestellt.

Ets-1 Expressionskonstrukt und Ets-1 antisense (asEts-1) Konstrukt

Fir das Ets-1 Expressionskonstrukt wurde die humane Ets-1 cDNA Sequenz full length in
einen pcDNAS3 Vektor einkloniert. Flr das antisense Ets-1 Konstrukt wurde ebenfalls die full
length Sequenz verwendet, allerdings wurde diese hierbei revers einkloniert (Rothhammer et
al. 2004).
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Expressionskonstrukt flir dominant negatives HIF-1a (dnHIF-1a)

Das dominant negative HIF-1a Expressionskonstrukt enthalt eine bHLH (basic-helix-loop-
helix) und eine PAS (Per-ARNT-Sim) Domane, welche fur die Bindung an die HRE (HIF
responsive element) Sequenz wichtig sind. Da aber keine Transaktivierungsdomane
vorhanden ist, erfolgt keine Initiation der Transkription.

Dieses Konstrukt wurde freundlicherweise von Frau Dr. Christina Warnecke (Abteilung fur

Nephrologie und Hypertensiologie, Universitatsklinikum Erlangen) zur Verfigung gestellt.

HIF-1a und HIF-1B8 Expressionskonstrukt

Fir das HIF-1a und HIF-13 Expressionskonstrukt wurde die jeweilige humane cDNA
Sequenz full length in einen pcDNA3 Vektor einkloniert.
Dieses Konstrukt wurde ebenfalls freundlicherweise von Frau Dr. Christina Warnecke zur

Verfligung gestellt.

Hemojuvelin (HJV) Expressionskonstrukt

Das Hemojuvelin Expressionskonstrukt wurde durch Einklonieren der HJV full-length cDNA
Sequenz in einen p3XFLAG-CMV9 Vektor (Sigma-Aldrich, Miinchen) generiert.
Dieses Konstrukt wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Herbert Y. Lin (Abteilung fur

Nephrologie, Harvard Medical School, Boston) zur Verfigung gestellt.

HNF-1 Expressionskonstrukt

Far das HNF-1 Expressionskonstrukt wurde die full length Sequenz der HNF-1 cDNA in
einen pcDNAS3 Vektor einkloniert.

Dieses Konstrukt wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Gerd Kullak-Ublick (Abteilung
Molekulare Gastroenterologie und Hepatologie, Universitatsklinikum Zirich) zur Verfligung

gestellt.

Snail antisense (asSnail) Konstrukt

Ein 355 bp grolles Fragment der Snail cDNA wurde in antisense Orientierung in einen
pcDNAS3 Vektor unter der Kontrolle eines CMV Promotors einkloniert.
Dieses Konstrukt wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Antonio Garcia de Herreros

(Abteilung Biochemie und Molekulare Biologie, Barcelona) zur Verfugung gestellt.
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5.1.7 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Minchen) oder
Clontech (Mountain View, USA) synthetisiert. Es wurde eine 100 yM Stammldsung der
Oligonukleotide durch Lésen in ddH,O hergestellt und bei —20°C gelagert. FUr den Einsatz in
der RT-PCR oder qRT-PCR (quantitative Real-Time PCR) wurden die entsprechenden

Primer auf eine Konzentration von 20 yM verdinnt.

5.1.7.1 Primer fiir Expressionsanalysen

Name ) Nukleotidsequenz _

B— forward Primer reverse Primer

hB-Aktin 5- CTACGTGGCCCTGGACTTCGAGC -3’ 5- GATGGAGCCGCCGATCCACACGG -3
hALK2 5- GCCTGGAGCATTGGTAAGC -3’ 5- CTGCCCACAGTCCTTCAAG -3

hBMP4 5- GATTCCCGTCCAAGCTATC -3 5- TCCATGATTCTTGACAGCC -3

hBMP6 5- AAGGCTGGCTGGAATTTGACATCACG -3 | 5- GGTAGAGCGATTACGACTCTGTTGTC -3’
hCD31 5- ATTCAGAAGGACAAGGCGAT -3’ 5- GAAGATTCCAGTTCGGGCT -3
hHepcidin | 5- CAAGCTCAAGACCCAGCAGTG -3’ 5- CTACGTCTTGCAGCACATCCC -3’

hHJV 5- GCTAACCCTGGGAACCATGTG -3 5- CCCAACACAGAGCTGCAGGT -3
hHNF-1 5- CCTGTCCCAACACCTCAACAA -3 5-TCTCTCGCTCCTCCTTGCTA -3’

hSnail 5- AGGCCCTGGCTGCTACAAG -3’ 5- ACATCTGAGTGGGTCTGGAG -3’
mB-Aktin | 5- TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC -3 | 5- TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG -3’
mBMP6 5- TCCCCACATCAACGACACCA -3 5- TCCCCACCACACAGTCCTTG -3’
mHAMP 5- CTGAGCAGCACCACCTATCTC -3’ 5- TGGCTCTAGGCTATGTTTTGC -3

Die Abklirzung ,h* steht fir human, wohingegen ,m“ murine Primer kennzeichnet.

5.1.7.2 Primer fiir EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)

Name

Nukleotidsequenz

forward Primer

reverse Primer

HRE-BMP4

CCTCCGCACGTGGTCCCCAGGTGAGCC

GGCTCA CCTGGGGACCACGTGCGGAGG
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5.1.7.3 Small interfering RNA (siRNA)

Die gegen BMP4 gerichteten siRNAs (siBMP4_1, siBMP4_2) sowie die dazugehorige

Negativ-Kontroll siRNA wurden von der Firma Qiagen (Hilden) bezogen.

Name Target-Sequenz
siBMP4_1 CAGCAGCATCCCTGAGAACGA
siBMP4_2 GCGAGCCATGCTAGTTTGATA

5.1.8 Substanzen zur Stimulation von Zellen in vitro und Geweben ex vivo

5.1.8.1 Rekombinante Proteine

Proteine Losungsmittel Stocklosung K?)I:zgee:t?';zt:gn Bezugsquelle
Natrium-Acetatlésung . .
hBMP2 (50mM) pH 5.0 50 ng/ml 100 ng/ml R&D Systems, Minneapolis, USA
hBMP4 4mM HCI + 0,1% BSA 25 ng/ml 50-100 ng/ml R&D Systems, Minneapolis, USA
hBMP6 4mM HCI + 0,1% BSA 100 ng/ml 50-100 ng/ml R&D Systems, Minneapolis, USA
hBMP9 4mM HCI + 0,1% BSA 25 ng/ml 100 ng/ml R&D Systems, Minneapolis, USA

5.1.8.2 Chemische Reagenzien

Reagenzien Losungsmittel Stocklosung K?)i:zgee:t?';zt:gn Bezugsquelle

Actinomycin D DMSO 5 mg/ml 7,5 ug/ml Sigma-Aldrich, Minchen
2,2’-Dipyridyl ddH0 0,16 mg/ml 100 uM Sigma-Aldrich, Mlnchen
Eisensulfat PBS 0,28 mg/ml 50 uM Sigma-Aldrich, Minchen
Holo-Transferrin PBS 2 mg/ml 50 uM Sigma-Aldrich, Miinchen
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5.1.9 Substanzen zur Injektion oder Futterung in vivo

5.1.9.1 Injektionen
Substanz Lésungsmittel Stocklésung Kf)l:zgee:t?':;ztgin Bezugsquelle
o -
Dextran PBS 20% (wiw) 1(/2231%‘(’)8;3‘9 Sigma-Aldrich, Miinchen
Eisendextran PBS 50 mg/ml 0,2 g Eisen/kg CosmoFer, Kirchzarten

Kdrpergewicht

5.1.9.2 Futtermittel

Bezeichnung

Anreicherung

Konzentration

Bezugsquelle

Standard Futter - 200 mg Eisen/kg Ssniff, Soest
Eisen-reiches Futter Eisencitrat, -fumarat, 7,5 g Eisen/kg Ssniff, Soest
-sulfat, -glukonat
Eisen-defizientes . .
Futter - < 6-8 mg Eisen/kg Ssniff, Soest
5.1.10 Antikorper
5.1.10.1 Primare Antikorper
Antikorper Verdiinnung WB Verdiinnung IH Firma
B-Aktin 1:5.000 - Sigma-Aldrich, Miinchen
BMP4 (Ab31165) - 1:50 Abcam, Cambridge, USA
BMP6 (sc-27408) 1:500 1:50 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
CD31 (M0823) - 1:20 Dako, Hamburg
HIF-1 a (100-449) 1:500 - Novus Biologicals, Littleton, USA
HJV (AF3720) 1:2.000 1:20 R&D Systems, Minneapolis, USA

Die Abkurzung ,WB* steht fir Western Blot, ,IH* fir Immunhistochemie.
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5.1.10.2 Sekundare Antikorper

Antikorper WB Verdiinnung Firma
anti-goat (AP) 1:5.000 Chemicon, Hofheim
anti-mouse (AP) 1:4.000 Chemicon, Hofheim
anti-rabbit (AP) 1:2.000 Chemicon, Hofheim
Antikoérper IH Verdiinnung Firma
anti-goat (HRP) 1:20/1:50 Sigma-Aldrich, Miinchen

anti-mouse (Biotin)

1:50 (i-view™ DAB)

Ventana Medical System, Tucson, USA

anti-rabbit (HRP)

1:50 (Envision™)

Dako, Hamburg

Die Abklrzung ,AP“ steht fir

Alkaline Phosphatase, ,HRP“ fir Horseradish Peroxidase

konjungierte Antikérper und ,Biotin“ fir biotinylierte Antikorper.

5.1.11 Medien, Antibiotika, Puffer und Lésungen

5.1.11.1 Medien zur Anzucht von E.coli und Saugetierzellkulturen

Luria Bertani Medium

DMEM (Dulbeccos Modified
Eagle Medium) High Glucose

Hepatozyten-Medium

10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl

Substanzen wurden in ddH,0 geldst und autoklaviert

Fir Platten: + 15 g/l Agar

(Zugabe vor dem Autoklavieren)

Zur Selektion: + 100 pg/ml Ampicillin

DMEM (PAN Biotech GmbH (Aidenbach))

Zusatze: 10% (v/v) FKS
0,1% (w/v) Penicillin/Streptomycin (P/S)
3,7 ml/500ml D(+)-Glucose solution 45%

DMEM (PAN Biotech GmbH (Aidenbach))
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Zusatze: 10% (v/v) FKS
7,3 ng/ml Glucagon
4,38 ug/ml Insulin
0,8 ug/ml Hydrocortison
100 pg/ml Penicillin/Streptomycin (P/S)
2 mM L-Glutamin

Einfriermedium 50 ml DMEM (mit 10% FKS)
(pro 100 ml) 30 ml FKS
20 ml DMSO

5.1.11.2 Antibiotika

Ampicilin-Stammldsung (500x) 50 mg/ml in ddH,O (Lagerung bei -20°C)

5.1.11.3 Puffer und Losungen

5.1.11.3.1 Losungen fiir Colony-Forming Assay (anchorage independent growth assay)

1xMEM Nahrlésung 0,25 g DMEM Pulver (0,5 g fur 2xMEM)
0,88 g Natriumbicarbonat (1,8 g fur 2xMEM)
in 20 ml ddH,0 l6sen (40 ml far 2xMEM)

0,25 ml nicht-essentielle Aminosauren (0,5 ml fir 2xMEM)
auf 25 ml mit ddH,O aufflillen pH 7,2

sterilfiltrieren

0,5% Grundagar 5,4 ml 1IXMEM
4,5 ml 2xMEM
3,6 ml FKS
4,5 ml Agar (2% (w/v)) aufkochen, anschlief3end ins
Wasserbad

im Wasserbad Grundagar auf 45°C halten

0,3% Topagar 0,6 ml Grundagar
(pro well) 0,4 ml Zellsuspension (in 1XMEM)
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5.1.11.3.2 Lésungen fiir die Isolierung von Kernproteinen und Puffer bzw. Gel fiur

EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)

Kernpraparation Puffer |

Kernpraparation Puffer Il

EMSA Bindungsassay-Mix
(fir 20 Ansatze)

EMSA Laufpuffer

TBE 5x Puffer

Shift-Polyacrylamidgel
(fir 100 ml Gel)

10 mM HEPES-NaOH pH 7,9
10 mM KCl

0,1 mM EDTA pH 8,0

0,1 mM EGTA pH 8,0

20 mM HEPES-NaOH pH 7,9
0,4 M NaCl

1mM EDTA pH 8,0

1mM EGTA pH 8,0

100 pyl HEPES-NaOH pH 7,9

28,7 ul Glycerol 87% (v/v)

2,8 uIDTT 1M

5 pl MgCl,

5 ul EDTA 100 mM

1,5 Il NP40 10% (v/v)

125 ul KCI 200 mM (nur fir ,in-vitro Translatate* 5.2.3.2)
128 pl ddH,0O (ohne KCI: 253 pl ddH,0)

60 ml 5xTBE Puffer
3 mlI NP40 10% (v/v)
ad 1000 ml ddH,O

445 mM Tris
445 mM Hs;BO3
1 mM EDTA

16,6 ml Acrylamid 30% (v/v)
6 ml 5XTBE Puffer

8,4 ml Glycerol 30% (v/v)
75 ul TEMED

300 ul APS

68,6 ml ddH,O
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5.1.11.3.3 Losungen fiir die Agarose-Gelelektrophorese (DNA-Auftrennung)

TAE (50x) 2 M Tris/Acetat pH 8,0

50 mM EDTA
DNA-Agarosegel 1-2% (w/v) Agarose, geldst in TAE (1x)
DNA-Gel-Ladepuffer (10x) 0,25% (w/v) Bromphenolblau

0,25% (w/v) Xylencyanol

40% (v/v) Saccharose

Ethidiumbromidlésung 0,04% (w/v) Ethidiumbromid in ddH,O

5.1.11.3.4 Lésungen zur Isolierung von Gesamtprotein

RIPA Puffer 50 mM Tris- HCI, pH 7,5
150 mM NaCl
1% (w/v) Nonidet® P40
0,5% (w/v) Natriumdesoxycholat
0,1% (w/v) SDS
Protease Inhibitoren (Complete mini EDTA-frei;

Roche, Mannheim)

HIF-RIPA Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 6,8
5 mM DTT (Zugabe unmittelbar vor der Verwendung)
6,65 M Harnstoff
10% (v/v) Glycerol
1% (w/v) SDS
Protease Inhibitoren (Complete mini EDTA-frei;

Roche, Mannheim)
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5.1.11.3.5 Losungen und Gele fiir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

(Proteinauftrennung)

SDS-PAGE-Laufpuffer 25 mM Tris/HCI pH 8,5
200 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

12,5%-Trenngel 31,25% (v/v) Acrylamid:Bis 40%
37,5% (v/v) Tris pH 8,8 (1 M)
0,1% (v/v) SDS
0,05% (v/v) APS
0,05% (v/v) TEMED

4%-Sammelgel 10% (v/v) Acrylamid:Bis 40%
12% (v/v) Tris pH 6,8 (1 M)
0,1% (v/v) SDS
0,05% (v/v) APS
0,05% (v/v) TEMED

5.1.11.3.6 Losungen fiir Western Blot

Western Blot-Transferpuffer 10% (v/v) Methanol
25 mM Tris
190 mM Glycin
PBS (10x) 80 g/l NaCl
2,0 g/l KCI

14,4 g/l Na;HPO,
2,4 g/l KH,PO4

mit HCI auf pH 7,4 einstellen, autoklavieren
fur PBS/T: + 0,2% (v/v) Tween20

Blockierungslosung 3% (w/v) BSA in PBS (B-Aktin Antikorper);
3% (w/v) BSA in TBS (BMP4, BMP6 Antikorper)
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5.1.11.3.7 Sonstige Puffer und Losungen

PBS (fiir die Zellkultur) PAN Biotech GmbH (Aidenbach)

RNAse A Loésung 10 mM Tris/HCI pH 7,0
10 mg/ml RNAse A

5.2 Methoden

Samtliche molekularbiologische Arbeiten sowie Arbeiten mit Bakterien und Saugetierzellen
wurden unter Verwendung steriler Gefalle und steriler Losungen durchgefuhrt. Alle Zell-
kulturarbeiten wurden unter einer Sterilwerkbank ausgefuhrt. Experimente, bei welchen nicht

explizit Reaktionstemperaturen angegeben werden, fanden bei Raumtemperatur statt.

5.2.1 Allgemeine Methoden

5.2.1.1 Arbeiten mit Escherichia coli

5.2.1.1.1 Kultivierung

Der E.coli (Escherichia coli) Bakterienstamm XL2-blue (Stratagene, Heidelberg) wurden je
nach Verwendungszweck auf festen Nahrboden oder in Flissigmedien kultiviert (siehe
5.1.11.1). Zur Selektion der transformierten Bakterien wurde ein Antibiotikum (Ampicillin)
zugegeben, dass nur den Bakterien mit dem entsprechenden Resistenzgen im Plasmid die
Vermehrung ermdglicht. Das Ausplattieren der Bakteriensuspension erfolgte mit einem
sterilen Trigalsky Spatel auf einer Agarplatte, wohingegen das Animpfen einer FlUssigkultur
durch das Picken einer Kolonie mit einer sterilen Spitze erfolgte. Die Inkubation von
Nahrplatten erfolgte Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank, die Inkubation von flissigen

Kulturen auf einem Bakterienschlittler bei 37°C und 250 Upm.

5.2.1.1.2 Transformation

Zur Transformation kompetenter E. coli Zellen wurden je 100 ng Plasmid-DNA zu 100 pl
chemisch kompetenten Zellen gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 30 Minuten auf Eis
inkubiert und dabei gelegentlich durch leichtes Schuitteln durchmischt. Um die Plasmid-

aufnahme ins Zellinnere zu erméglichen, wurden die Zellen fir 60 Sekunden einem
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Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt. Anschliefend wurden die Bakterien eine Minute auf Eis
abgekuhlt. Es wurde 500 pl LB Medium pro Ansatz zugegeben und der Ansatz wurde fir 60
Minuten bei 37°C unter Schutteln im Heizblock inkubiert. Die Bakterienzellen wurden dann 5
Minuten bei 4.000 Upm (1.200 g; Raumtemperatur) abzentrifugiert, der Uberstand dekantiert
und die Bakterien im verbleibenden Medium resuspendiert. Anschlieend wurde die
Bakteriensuspension auf Agarplatten, versetzt mit dem entsprechenden Selektions-

antibiotikum, ausplattiert und 16 Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

5.2.1.1.3 Isolierung von Plasmid DNA (Midi-Praparation)

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen
Lyse. Fir die Isolierung gréRerer Mengen Plasmid-DNA (bis 250 ug, Midi-Praparation) wurde
zuerst eine Vorkultur angesetzt. Dafir wurden 5 ml steriles LB Medium mit Selektions-
antibiotikum versetzt, mit einer Einzelkolonie angeimpft und 16 Stunden bei 37°C (250 Upm)
auf dem Bakterienschuttler angezogen. AnschlieRend wurden 50 ml steriles LB Medium (mit
Selektionsantibiotikum) mit 50 uyl Bakteriensuspension aus der Vorkultur angeimpft und Uber
Nacht bei 37°C auf dem Schuttelinkubator herangezogen. Die eigentliche Plasmidisolierung
(56.2.3.1) erfolgte mit dem HiSpeed™ Plasmid Midi Kit der Firma Qiagen (Hilden)
entsprechend der Anleitung. Die Plasmid-DNA wurde mit 500 ul ddH,O eluiert und bei -20°C
gelagert. Die Ausbeuten lagen etwa bei 200 bis 400 pg Plasmid-DNA pro 50 ml

Bakterienkultur.

5.2.2 Nukleinsaure Analytik

5.2.2.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente wurde die Polymerase Kettenreaktion

genutzt. Die Reaktion erfolgte in einem Volumen von 50 pl unter Verwendung des folgenden

Reaktionsansatzes:
5 ul 10x PCR-Puffer
0,5 dNTP Mix (jedes Nukleotid 10 mM)
1,0 pl Primer forward (20 yM)
1,0 ul Primer reverse (20 uM)
10 ng Template-DNA
0,5 ul Taq-DNA-Polymerase (5 U/ul)

ad 50 yI  ddHO
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Die Reaktion wurde in einem Peltier Thermal Cycler PTC-200 (MJ Research, Waltham, USA)
mit beheizbarem Deckel durchgefuhrt, um Verdunstungen zu vermeiden. Der Ansatz wurde

zur Amplifikation folgendem Standardprogramm unterzogen:

1. Initiale Denaturierung: 5 min 94°C

2. Denaturierung: 30 sec 94°C

3. Annealing: 1 min 55-68°C (35 Zyklen)
4. Elongation: 1-5 min 72°C

In Abhangigkeit von der Nukleinsauresequenz der verwendeten Primer (Oligonukleotide,
siehe 5.1.7.1) wurden die Annealing-Temperatur und die Dauer des Elongationsschrittes den
Erfordernissen angepasst.

Zur Uberprifung des Erfolges der PCR wurden 5-10 pl des PCR-Produktes mit
Auftragspuffer (5.1.11.3.3) versetzt. Anschlielend erfolgte die Auftrennung des Produktes im
Agarosegel und Visualisierung der Banden mit Ethidiumbromid (5.1.11.3.3).

5.2.2.2 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von DNA Strangen durch Restriktionsendonukleasen zu analytischen Zwecken
erfolgte in einem Gesamtvolumen von 10 ul mit etwa 0,5 pg Plasmid-DNA, 5 Units des ent-
sprechenden Enzyms (von Roche Diagnostics, Mannheim oder NEB, Ipswich, USA; siehe
5.1.1) und 1 pl des vom Hersteller empfohlenen 10x Reaktionspuffers. Die Ansatze wurden
fur 1-2 Stunden bei optimaler Reaktionstemperatur der jeweiligen Restriktionsendonuklease

inkubiert und anschlieliend mittels Agarose-Gelelektrophorese (5.2.2.3) aufgetrennt.

5.2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten fur analytische Zwecke erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. In Abhangigkeit von der GréRe der aufzutrennenden DNA-Fragmente
wurden fir die Gel-Herstellung 0,8 bis 2% Agarose in 1xTAE-Puffer aufgekocht und
ausgegossen. Die Proben wurden im Verhaltnis 1:10 mit Auftragspuffer versetzt (siehe
5.1.11.3.3) und nach dem Ausharten des Gels in die Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung
erfolgte bei einer konstanten Spannung von 10 Volt pro Zentimeter Gel-Lange. Die DNA
wurde durch 10 bis 20 minltige Inkubation, in 0,04% (w/v) Ethidiumbromid-Lésung
(56.1.11.3.3) und anschlielender Anregung mittels UV-Lichts visualisiert. Die GroRe der
Fragmente wurde durch den Vergleich mit verschiedenen DNA-Gréfienstandards (100 bp
bzw. 1 kb Standard, 5.1.1) bestimmt.
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5.2.2.4 Konzentrationsbestimmung von DNA- und RNA-Lésungen

Die Konzentration geldster Nukleinsduren wurde photometrisch durch Messung der UV-
Absorption bei einer Wellenldnge von 260nm, mit dem NanoDrop® ND-1000 UV/VIS-
Spektralphotometer (Peglab, Erlangen) bestimmt. Fir optische Dichten < 1 gilt dabei
naherungsweise folgender linearer Zusammenhang:

1 OD260nm Einheit = 50 pg/ml ds DNA (doppelstrangige DNA) oder 40 pg/ml RNA

5.2.2.5 Isolierung von RNA aus Saugetierzellen und Geweben

Die RNA Isolierung wurde mit Hilfe eines RNeasy® Mini Kit der Firma Qiagen (Hilden)
durchgeflhrt. Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80% mit PBS gespdlt und anschlieRend
mit einem Zellschaber oder mit einer Trypsin (0,05% (w/v) / EDTA L6ésung 0,02% (w/v) von
der Oberflache des Kulturgefalies abgeldst. AnschlieRend wurden die Zellen bei 3.000 Upm
(600 g) in der Tischzentrifuge pelletiert. Das Zellpellet wurde in 350 pl RNA Lysepuffer re-
suspendiert bzw. lysiert und wurde nach Anleitung des Herstellers aufgereinigt.

Zur lIsolierung von RNA aus Gewebe wurden Gewebestiicke (ca. 0,05 g) in jeweils 700 pl
Lysepuffer mit einem Stab-Homogenisator (Xenox, Niersbach) aufgeschlossen und tber eine
QIAShredder-Saule (Qiagen) aufgereinigt. Aus dem Eluat wurde die RNA analog zur RNA
Isolierung aus kultivierten Zellen aufgereinigt. Die mit ddH,O eluierte RNA wurde bei -20°C

gelagert.

5.2.2.6 Reverse Transkription

Das Umschreiben von mRNA in komplementare cDNA erfolgte unter Verwendung von
jeweils 1 ug Total-RNA, die aus Zelllinien bzw. Geweben mit dem RNeasy® Mini Kit von

Qiagen (Hilden) extrahiert wurde. Die Reaktion wurde in einem 20ul Ansatz durchgefuhrt:

4 ul First Strand buffer (5x)

2 ul DTT (0,1 M)

1ul dNTPs (jeweils 10 mM)

1wl dN6 Primer (random Hexamer Primer, 2 mg/ml)
1ul Total-RNA (1 pg/pl)

ad 20pl ddH,O
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Die Proben wurden 5 Minuten bei 70°C inkubiert, um die RNA zu denaturieren. Nach dem
Abklhlen des Ansatzes wurde 1 pl (200 Units) Superscript Il Reverse Transkriptase pro
Reaktionsansatz zugegeben. Die reverse Transkription erfolgte bei 37°C fur 60 Minuten,
gefolgt von einer zehnminltigen Denaturierung des Enzyms bei 70°C. Eine abschlielende
Inkubation mit RNAse (1 yl RNAse A Ldsung; 5.1.11.3.7) fur 30 Minuten bei 37°C entfernte
die RNA-Molekiile aus der Losung. Die entstandene cDNA wurde bei -20°C gelagert.

5.2.2.7 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Zur Quantifizierung der Expressionsstarke einer spezifischen mRNA wurde die Technik der
quantitativen RT-PCR unter Verwendung des LightCycler® Il Systems (Roche Diagnostics,
Mannheim) genutzt, welche urspringlich auf dem Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-
Kettenreaktion beruht. Zusatzlich erfolgt eine Quantifizierung der PCR-Produkte wahrend der
Zyklen. Dies wird durch die Interkalation eines Fluoreszenz-Farbstoffes (SYBR® Green)
ermoglicht, da die Fluoreszenz Emission proportional mit der Menge an PCR-Produkt
zunimmt.

Die qRT-PCR Reaktion wurde in einem 20 pl Ansatz nach Anleitung des Herstellers
durchgefiihrt:

8,0 ul ddH,0O

0,5 Primer forward (20 uM)

0,5 Primer reverse (20 yM)

10 pl TaKaRa SYBR® Premix Ex Taq™
1,0 ul cDNA Template (10 ng/pl)

Der Versuchsansatz wurde dabei im LightCycler Il folgendem Programm unterzogen:

Initiale Denaturierung: 20°C/s auf 95°C, 30 sec 1 Zyklus
3 Stufen PCR: 20°C/s auf 95°C, 10 sec
20°C/s auf 55-65°C, 10 sec 40 Zyklen

20°C/s auf 72°C, 20 sec

Die Anzahl der Zyklen und die optimale Annealing-Temperatur wurden jeweils experimentell

fur jedes Primer-Paar spezifisch ermittelt. Eine Schmelzpunktanalyse sowie die Analyse der
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entstandenen Produkte auf 2%igen Agarosegelen stellten die Spezifitdt der Reaktion sicher.
Die Quantifizierung der mRNA Expression erfolgte mit der zugehorigen LightCycler I
Software nach Angaben des Herstellers, wobei zur Standardisierung B-Aktin als Haushalts-

gen genutzt wurde.

5.2.2.8 Herstellung radioaktiv markierter EMSA-Sonden

Die radioaktive Markierung des doppelstrangigen (ds) DNA-Oligonukleotides erfolgte durch
eine ,blunt-end”“ Reaktion. Die ,forward®“ und ,reverse® Oligonukleotide (siehe 5.1.7.2) wurden
im Verhaltnis 1:1 gemischt, 5 Minuten bei 95°C inkubiert und langsam abgekuhlt, um doppel-
strangige DNA-Fragmente ausbilden zu kénnen. AnschlieRend wurde die so entstandene

.blunt-end“ dsDNA nach folgendem Reaktionsansatz radioaktiv markiert:

2 ul dsOligonukleotid

2 ul Polynukleotidkinasepuffer (10x)
12 pl H,O

1 ul Polynukleotidkinase

3l [y-2P] ATP

Die Inkubation fiir 30 Minuten bei 37°C dient der Ubertragung einer radioaktiv markierten
Phosphatgruppe auf die dsDNA mit Hilfe der Polynukleotidkinase, so dass die Y-
Phosphatgruppe (5’-Ende) durch *?P ersetzt wurde.

5.2.2.9 Reinigung radioaktiv markierter DNA-Fragmente

Zur Trennung radioaktiv markierter DNA-Fragmente von freien, nicht eingebauten
Nukleotiden wurden NICK™ Columns der Firma Amersham (Braunschweig) verwendet. Vor
der Verwendung der Saulen wurde die darin enthaltene Pufferlosung entfernt, um dann den
mit *P markierten radioaktiven Reaktionsansatz aufbringen zu kénnen. AnschlieRend wurde
die Saule mit 200 yl TBE-Puffer (pH 9.0, siehe 5.1.11.3.2) gesplilt. Diese erste Fraktion
wurde aufgrund eines geringen Gehalts radioaktiv markierter EMSA-Sonde (sehr hoher
Pufferanteil) verworfen. Durch dreimaliges Spulen der Saule mit je 200 yl TBE- Puffer
wurden drei weitere Fraktionen gewonnen, wobei die markierte dsDNA Sonde mit der
zweiten und dritten Fraktion von der Saule eluiert wurde. Freie Nukleotide wurden in der
Saule zuruckgehalten. Die Durchfuhrung des Gelshift Assays erfolgte jeweils mit derjenigen

Fraktion, welche die héchste Effizienz der Markierung aufwies.
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5.2.2.10 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Electrophoretic Mobility Shift Assays dienen dem Nachweis von DNA-Protein
Wechselwirkungen in vitro. Diese Methode beruht auf einem veranderten Laufverhalten von
DNA-Fragmenten, welche Proteine gebunden haben, im Vergleich zu freien DNA-
Fragmenten, in der nativen Gelelektrophorese. Der Nachweis des DNA-Proteinkomplexes

erfolgt dabei Uber die radioaktive Markierung der DNA-Sonde.

Der Reaktionsansatz setzt sich aus folgenden Komponenten zusammen:

5 ug Kernprotein (oder 1 pl HIF-1a + 1 pl HIF-1B (IVTT), siehe 5.2.3.2)

21 ul EMSA Bindungsassay-Mix
1ul Poly dIdC (1 ug/ul)
1ul radioaktiv markiertes Oligonukleotid (20.000 cpm/pl)

Der Ansatz wurde zunachst fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, damit die im
Kernextrakt enthaltenen, nachzuweisenden Proteine oder das in-vitro Translatat (Kontrolle)
an die DNA-Matrize binden koénnen. Die Ansatze wurden auf ein natives Shift-
Polyacrylamidgel (siehe 5.1.11.3.2) aufgetragen. Das Gel lief bei einer konstanten Spannung
von 10 V/em fir ca. 2 Stunden im Laufpuffer (5.1.11.3.2). Nach dem Trocknen auf einem
Vakuumgeltrockner, zusammen mit einem Whatman-Filterpapier, (70°C fir 1,5 Stunden)

konnte das Gel autoradiographisch (5.2.2.11) analysiert werden.

5.2.2.11 Nachweis radioaktiver Produkte durch Autoradiographie

Die autoradiographische Detektion von radioaktiv markierten Nukleinsaurebanden in Gelen
oder auf Membranen wird durch das Auflegen eines Rontgenfiims (Kodak Biomax MR,
Scientific Imaging Film, Stuttgart) ermdéglicht. Durch die Strahlungsenergie der Radioisotope
werden Silberhalogenidkristalle, die in die Festphase des Roéntgenfiimes eingebettet sind,
negativ geladen und zu metallischem Silber reduziert. Die Expositionsdauer des auf den
Rontgenfilm aufgelegten Gels richtete sich nach der Qualitat und Quantitat der radioaktiven

Strahlung.
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5.2.3 Proteinanalytik

5.2.3.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten

Zur Extraktion von Gesamtprotein aus Saugetierzellen wurden die konfluent wachsenden
Zellen mit PBS gewaschen, mit einem Zellschaber abgeschabt und in 1 ml PBS aufge-
nommen. AnschlieRend erfolgte das Pelletieren der Zellen durch Zentrifugation bei 3.000
Upm (600 g) fir 5 Minuten. Das Zellpellet wurde in 200 upl RIPA Puffer (5.1.11.3.4) re-
suspendiert und 15 Minuten bei 4°C und 850 rpm geschittelt. Durch einen zweiten
Zentrifugationsschritt (4°C, 10 min, 13.000 Upm (15.000 g)) konnten die im Lysepuffer
geldsten Proteine von den nicht-gelésten Zellbestandteilen (DNA, Zelldebris) abgetrennt
werden. Das Proteinextrakt wurde in neue Reaktionsgefalle uberfihrt und bei -20°C
gelagert. Im Gegensatz zu diesem Verfahren der Proteinextraktion wurden die Zellen fir
Western Blots mit HIF-RIPAs, in eiskaltem PBS gewaschen, abgeschabt und bei 4°C
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in 100 bis 200 ul HIF-RIPA Puffer (5.1.11.3.4)
aufgenommen und zur Scherung der DNA 2x1 Minute bei 4°C sonifiziert. Nach 15 minutiger
Inkubation auf Eis erfolgte ebenfalls der Zentrifugationschritt (siehe oben) zur Abtrennung
nicht-geloster Bestandteile.

Fur die Herstellung von Gesamtproteinextrakten aus Geweben wurden diese mit einem
Stab-Homogenisator (Xenox, Niersbach) in 600 pl RIPA-Puffer homogenisiert und an-
schliefend analog zur Extraktion von Gesamtprotein aus kultivierten Zellen (siehe oben)

prozessiert.

5.2.3.2 Herstellung von Kernproteinextrakten und ,,in-vitro Translataten“ (IVTTs)

Die Extraktion von Kernprotein aus Saugetierzellen erfolgte nach der Methode von Dignam
et al. 1983. Vor Beginn der Praparation wurden konfluente HCC-Zellen (humane hepato-
zelluldre Kazinomzellen, mindestens 90% Zelldichte in T75 Kulturflaschen) mit PBS ge-
waschen, mit einem Zellschaber abgeschabt, in 1 ml PBS aufgenommen und bei 3.000 Upm
(600 g) fur 5 Minuten pelletiert. Die Lyse der Zellmembran erfolgte durch resuspendieren des
Pellets in 400 ul Kernpraparationspuffer Puffer | (5.1.11.3.2) und anschlieRender Inkubation
auf Eis fir 15 Minuten. Zur Verbesserung der Lyse wurde ein nichtionisches Tensid
(10%iges Nonylphenylpolyethylene Glykol NP-40) zugegeben. Die Kernfraktionen wurden
anschlieBend bei 10.000 Upm (9.000 g) fur 1 Minute abzentrifugiert und der Uberstand,
welcher das Zytoplasma enthalt, verworfen. Das AufschlieRen des Kernpellets erfolgte durch
die Zugabe von 50 ul Kernpraparationspuffer Puffer Il (5.1.11.3.2) und anschliel’endes
Schutteln bei 4°C (15 min). Zur Entfernung des Kerndebris wurde fiir 10 Minuten bei 13.000
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Upm (15.000 g) zentrifugiert und die Kernproteine, die sich im Uberstand befanden, wurden
in ein neues vorgekuhltes Reaktionsgefal® Uberflhrt. Die Kernproteinextrakte wurden sofort
in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Nach dem Auftauen konnten diese
nicht erneut eingefroren und wieder verwendet werden, da es dabei zu einer Degradation der
Proteine kommt.

Zum Nachweis der Ausbildung eines HIF-Komplexes (HIF-1 Bindung an HRE Bindestelle in
der DNA) wurden in vitro transkribierte und translatierte HIF-1a und HIF-13 Proteine
verwendet. Die Generierung der Proteine erfolgte unter Verwendung der HIF-1a und HIF-13
Expressionsplasmide (sieche 5.1.6), mittels des TNT® Quick Coupled Transcription

/Translation System von Promega (Madison, USA) nach Anweisung des Herstellers.

5.2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Gesamt- und Kernproteinextrakten

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen in wassrigen Lésungen erfolgte nach der von
Smith et al. 1985 beschriebenen Methode unter Verwendung eines BCA Protein Assay Kits
(Pierce/Peribo Science, Bonn). Diese basiert auf der alkalischen Reduktion von Cu®** zu Cu*
(Biuret Reaktion), die durch Peptidbindungen in Proteinen vermittelt wird. Das entstandene
Cu’ bildet anschlieRend mit Bicinchonsaure (BCA) einen violetten Farbkomplex, der durch
photometrische Messungen bei 562nm quantifiziert werden kann und somit die
Proteinkonzentration angibt (Linearitit der gemessenen Absorbtion zur Intensitat der
Farbung).

Zu je 5 yl Proteinlosung bzw. Mischung aus 1 pl Kernextrakt und 4 ul ddH-O wurden 200 pl
alkalische BCA-Kupfer(ll) Lésung (50 Teile Loésung A mit einem Teil Losung B) in das Well
einer 96-Well Platte gegeben. Die Platte wurde ca. 15 Minuten bis zur Entwicklung der
violetten Farbung bei Raumtemperatur unter leichtem Schutteln inkubiert. Die
Absorptionsmessung erfolgte bei 562nm in einem ELISA-Reader (MWG Biotech,
Ebersberg). Durch die parallele Quantifizierung eines mitgefuhrten BSA (bovinen Serum
Albumin)-Standards Uber drei Zehnerpotenzen konnte aus der jeweiligen Absorbtion die
Konzentrationen des Proteins berechnet werden. Fir jedes Proteinextrakt erfolgte die

Bestimmung der Konzentration im Doppelansatz.

5.2.3.4 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese
Bei der SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) erfolgt die Auftrennung von

Proteinen in Polyacrylamid-Gelen (5.1.11.3.5) entsprechend ihres Molekulargewichtes.

Ermdglicht wird dieser Vorgang durch das im Probenpuffer enthaltene SDS, da die
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Anlagerung von SDS Molekilen an Proteine deren Sekundéar-, Tertidr- und Quartarstruktur
zerstort. Zusatzlich werden Ladungsunterschiede neutralisiert, so dass die Proteine eine
einheitliche negative Ladung erhalten.

Sofern nicht gesondert angegeben, wurden pro Spur 40 ug Gesamtproteinextrakt (siehe
5.2.3.1) mit 1x Roti-Load Auftragspuffer (Roth, Karlsruhe) fur 10 Minuten bei 70°C aufge-
kocht und anschlieRend bei einer Stromstdrke von 0,8 mA pro cm? Gelfliche auf 8 bis

12%igen Polyacrylamid Gelen (5.1.11.3.5) aufgetrennt.

5.2.3.5 Western Blot

Um Proteine spezifisch Uber die Detektion mit Antikbrpern nachzuweisen, wurden durch
SDS-PAGE (siehe oben) aufgetrennte Proteingemische auf eine PVDF (Polyvinylidenfluorid)
Membran (BioRad, Richmont, USA) geblottet. Hierzu wurden Polyacrylamid-Gele zusammen
mit der (durch jeweils finfmindtige Inkubation in Methanol und Blotpuffer) hydrophilisierten
PVDF Membran 10 Minuten in 1x Western Blot Puffer (5.1.11.3.6) aquilibriert, um an-
schlieRend die Proteine mittels elektrophoretischem Transfer (Whatman Biometra, Fastblot
B34 Unit, 1h bei 1,5mA pro cm? Membran) auf die Membran zu ibertragen. Die PVDF
Membran wurde zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen fir 1 Stunde in
Blockierungslosung (5.1.11.3.6) inkubiert und anschlieflend Uber Nacht bei 4°C mit dem
Primar-Antikorper in geeigneter Verdinnung (siehe 5.1.10.1) geschwenkt. Nach dem
Waschen (3x5 min mit dem entsprechenden Puffer, siehe 5.1.11.3.6) wurde die Membran
mit einem gegen den konstanten Teil des Primar-Antikbrpers gerichteten (spezies-
spezifischen) Sekundar-Antikérpers (siehe 5.1.10.2) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Hierfir wurden Alkalische Phosphatase konjugierte Sekundar-Antikorper ver-
wendet, welche eine Detektion durch eine Farbreaktion ermdglichen. Nach dreimaligem
Waschen (3x10 min mit dem entsprechenden Puffer, siehe oben) wurde das Substrat fur die
Alkalische Phosphatase (BCIP / NBT Substrate Kit, Zymed Laboratories Inc., San Francisco,
USA) zugegeben, wobei diese eine Abspaltung des Phosphatrestes verursachte und in

Verbindung mit Nitroblau-Tetrazoliumchlorid zur Bildung einer Farbreaktion fuhrte.

5.2.3.6 Immunhistologie

Paraffinschnitte von diversen Geweben wurden im Warmeschrank bei 72°C fir ca. 1 Stunde
inkubiert, durch Xylol entparaffiniert und anschliefend in der absteigenden Alkoholreihe
rehydriert. Die Schnitte wurden im Schnellkochtopf fir 5 Minuten bei 120°C in Tris/EDTA

Puffer (pH 9,0) erhitzt. Nach dem Blockieren der endogenen Peroxidase mit H,O, wurden sie
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mit dem entsprechenden primaren Antikérper (siehe 5.1.10.1) 30 Minuten inkubiert. Die
Inkubation des sekundaren Antikérpers (siehe 5.1.10.2) erfolgte fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Die Farbung wurde mittels DAB(+)-Losung (Dako, Hamburg) sichtbar
gemacht, wobei noch eine Gegenfarbung mit Hamalaun erfolgte, um die Zellkerne zu
visualisieren.

Die immunhistochemischen Farbungen wurden von Rudolf Jung (MTA, Institut flr

Pathologie, Universitatsklinikum Regensburg) etabliert und durchgefihrt.

5.2.3.7 Berliner-Blau Farbung nach Perls

Die Berliner-Blau Reaktion ist ein histochemisches Verfahren, welches dem Eisennachweis
(dreiwertige Eisenionen) im Gewebe bzw. in Zellen dient. Entparaffinierte Gewebeschnitte
wurden mit einer LOsung aus Salzsaure und Kaliumhexacyanoferrat behandelt, wobei durch
die Bildung von Ferriferocyanid die Eisenablagerungen als blaue Farbungen sichtbar
wurden. Die immunhistochemischen Farbungen wurden von Simone Kaufmann und Eva

Wacker (MTA, Institut fir Pathologie, Universitatsklinikum Regensburg) durchgefihrt.

5.2.3.8 Enzyme-linked Inmunosorbent Assay (ELISA)

Der enzymgekoppelte Immunadsorptionstest dient dem quantitativen, immunologischen
Nachweis (Antigen-Antikdrper Reaktion) von Proteinen. Es wurden dabei sowohl
Serumproben von HCC Patienten und gesunden Patienten als auch Proteinextrakte (5.2.3.1)
von HCC-Zellen verwendet. Die BMP4 Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des DuoSet®
BMP4 ELISAs (R&D systems, Minneapolis, USA) ermittelt. Wobei die Konzentration des
Proteinextraktes, bezogen auf die Konzentration des Gesamtproteins (siehe 5.2.3.3)
berechnet wurde.

Die Quantifizierung der Hepcidin-Prohormon Serumkonzentrationen erfolgte mittels des
ELISA-Kits der Firma DRG Instruments (Marburg). Die Vermessung der Proben erfolgte im
ELISA-reader (Emax precision microplate reader, Molecular Devices GmbH, Miinchen) nach

Angaben des Herstellers.
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5.2.4 Zellkulturmethoden

5.2.4.1 Auftauen humaner HCC-Zelllinien

Fiar das Auftauen von Zellen wurden 8 ml DMEM High-Glucose (siehe 5.1.11.1) in einem
Falcon vorgelegt. Die bei 37°C im Wasserbad zlgig aufgetauten Zellen aus einer Kryokultur
wurden in das Falcon uberfuhrt und bei 1.200 Upm (300 g) fur 4 Minuten zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 1 ml DMEM High-Glucose resuspendiert und in eine mit 4 ml Kultur-
medium beflllte Zellkulturflasche (T25) Gberfuhrt.

5.2.4.2 Kultivierung humaner HCC-Zelllinien

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilwerkbank (5.1.2) durchgefiihrt. Die ver-
wendeten HCC-Zelllinien (5.1.4) wurden in DMEM High-Glucose bei 37°C und 8% CO,
kultiviert. Zum Passagieren wurden die adharenten Zellen (bei 80% Konfluenz) zunachst mit
PBS gewaschen und zum Ablésen von der jeweiligen Zellkulturschale mit einer Trypsin /
EDTA Loésung (0,05% (w/v) / 0,02% (w/v)) bei 37°C im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen in DMEM High-Glucose aufgenommen und 4 Minuten bei 1.200 Upm (300
g) zentrifugiert, um das Trypsin von den Zellen zu entfernen. Der Uberstand wurde ver-
worfen, das Zellpellet in DMEM High-Glucose resuspendiert und 1:5 bis 1:10 verdinnt in
neue Zellkulturflaschen verteilt. Das Zellkulturmedium wurde jeden zweiten Tag gewechselt.
Das Wachstum und die Morphologie der Zellen wurden mit einem Mikroskop (Leica Micro-

systems CMS, GmbH, Bensheim) kontrolliert bzw. dokumentiert.

5.2.4.3 Einfrieren humaner HCC-Zelllinien

Zum Einfrieren der Zellen wurden sie von den Zellkulturflaschen abtrypsiniert, pelletiert und
in 5 ml DMEM High-Glucose aufgenommen. Jeweils 900 pl Zellsuspension wurde in ein mit
900 plI kalten Einfriermedien (5.1.11.1) befilltes Cryoréhrchen pipettiert. Nach dem Ver-
schliefen der Réhrchen wurden die beiden Medien sofort durch mehrmaliges invertieren
vermischt. Im Anschluss wurden die Roéhrchen fir 1 Stunde bei -20°C gelagert, bevor sie
einige Tage bei -80°C aufbewahrt und anschlieBend zur Langzeitlagerung in einen

Flissigstickstofftank tberfihrt wurden.
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5.2.4.4 Isolierung von primdren humanen Hepatozyten (PHH)

Die isolierten PHHs wurden vom Zentrum flr Leberzellforschung des Klinikums der
Universitat Regensburg zur Verfiigung gestellt. Die Isolierung erfolgte durch eine modifizierte
Zweischritt EGTA/Kollagenase Perfusion aus humanen Leberresektaten. Die Resektate
stammten von Patienten, welche aufgrund von Lebermetastasen verschiedenster Karzinome
partiell hepatektomiert wurden. Es wurde nur Lebergewebe verwendet, welches nach
makroskopischer und mikroskopischer Untersuchung keine pathologischen Veranderungen
aufwies. Weiterhin musste Seronegativitat der Spender nachweisbar sein. Das heif3t, zu den
AusschluBerkrankungen zahlten chronische Hepatitis B oder C Infektionen sowie andere
bekannte Lebererkrankungen. Die Verwendung des Patientenmaterials erfolgte nach den

Richtlinien der Ethik-Kommission des Klinikums der Universitat Regensburg.

5.2.4.5 Isolierung von primaren murinen Hepatozyten (Hep), hepatischen Sternzellen
(HSZ) und Kupfferzellen (KZ)

Die Isolierung der primaren murinen Hepatozyzen, hepatischen Sternzellen und Kupffer-
zellen erfolgte durch Dr. Christoph Dorn (Innere Medizin I, Universitatsklinikum Regensburg).
Die Zellen wurden aus der Leber von 129Sv/Ev Wildtyp Mausen (siehe 5.1.5) durch eine
Zweischritt Kollagenase Methode mit anschlieRenden Zentrifugationsschritten zur

Fraktionierung der Zellen isoliert (Seglen 1976).

5.2.4.6 Transiente Transfektion humaner HCC-Zelllinien mit Plasmiden

Zur Transfektion von HCC-Zellen mit Plasmiden wurde die Lipofektamin Methode mit
Lipofektamin™ Reagenz und LipofektaminPLUS™ Reagenz (Invitrogen, Carlsbad, USA)
verwendet. Fir die transiente Transfektion wurden die Zellen in 6-Well Platten ausgesat
(2x10° Zellen pro Well). Bei 50-80% Konfluenz wurden die Zellen mit frischem Medium
versorgt (2 ml Medium pro Well) und der Transfektionsansatz nach Angaben des Herstellers
zugegeben. Sofern nicht anders angegeben wurden standardmafig 0,5 ug Plasmid DNA pro
Versuchsansatz eingesetzt. Das Transfektionsgemisch wurde nach 4 Stunden durch frisches
Medium ersetzt und die Zellen bis zur Ernte weitere 24 bis 48 Stunden inkubiert. Transient
transfizierte Zellen wurden entweder zur Isolierung von RNA (5.2.2.5) bzw. Gesamtzell-

protein (5.2.3.1) verwendet oder in Luziferase-Reportergen Assays (5.2.4.8) eingesetzt.
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5.2.4.7 Transfektion humaner HCC-Zelllinien mit siRNA-Molekiilen

Die Transfektion humaner HCC-Zelllinien mit siRNA Molekllen (siBMP4; siehe 5.1.7.3) er-
folgte unter Verwendung des HiPerFect Transfektionsreagenz von Qiagen (Hilden). Hierfr
wurden 2x10° Zellen pro Well einer 6-Well Kulturplatte in 2,3 ml DMEM High-Glucose (mit
10% (viv) FKS) ausgesat und mit einer Mischung aus 75 ng siRNA (3 ul einer 2 uM
Stocklésung), 100 yl DMEM High-Glucose ohne FKS und 6 ul HiPerFect Transfektions-
reagenz versetzt. Der Ansatz wurde nach dem Mischen 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und anschliellend tropfenweise zu den flottierenden Zellen geben. Nach
24 Stunden Inkubation bei 37°C und 8% CO, wurde das Kulturmedium gewechselt, nach
48 Stunden wurden die transfizierten Zellen geerntet und je nach Verwendungszweck auf-

gearbeitet.

5.2.4.8 Luziferase-Reportergen Assay

Regulatorische DNA-Sequenzen lassen sich mit Hilfe von Reportergen Analysen unter-
suchen. Um die Aktivitdt eines Promotors zu bestimmen, wird das entsprechende DNA
Fragment, welches den Promotorbereich enthalt, vor das luziferase Gen in das Reporter-
plasmid pGL3 basic (5.1.6) kloniert. Die Expression des Reportergens verhalt sich im
eukaryontischen Testsystem proportional zum Aktivierungspotenzial des klonierten DNA-
Fragments. Durch Zugabe eines Substrates (Luziferin) fir das Enzym Luziferase kommt es
zur Chemilumineszenz, welche in einem Luminometer gemessen wird. Zur Beriicksichtigung
von unterschiedlichen Transfektionseffizienzen in einzelnen Versuchsanséatzen, wurden die
Zellen mit einem zusatzlichen Vektor (pRL-TK, siehe 5.1.6), der das luziferase Gen aus
Renilla reniforis enthalt, kotransfiziert. Die Chemilumineszenz der Renilla Luziferase wurde
ebenfalls im Luminometer erfasst und fur die Normalisierung der Werte in Abhangigkeit von
der Transfektionseffizienz genutzt.

Zur Durchfilhrung des Luziferase Assays wurde das Dual-Luciferase® Reporter Assay
System der Firma Promega (Madison, USA) verwendet. Es wurden 2x10° Zellen pro Well
einer 6-Well Platte ausgesat und nach der Lipofectamin Methode (siehe 5.2.4.6) mit 0,5 ug
Reporterkonstrukt (BMP4, Ets-1; siehe 5.1.6) transfiziert. Fir Ko-Transfektionen wurden
zusatzlich 0,5 ug Expressionsplasmid (dnHIF-1a, Ets-1, asEts-1; siehe 5.1.6) verwendet.
Nach 24 Stunden wurde das Kulturmedium von den transfizierten Zellen entfernt und die
Zellkulturschale zweimal mit normalem Leitungswasser gesplilt. Anschlielend wurden pro
Well 300 ul Lysepuffer (1:5 verdinnt; Promega, Madison, USA) zugegeben und die Zellen

ca. 20 Minuten unter leichtem Schitteln lysiert. Nach erfolgter Lyse wurden je 50 ul eines
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Versuchsansatzes, unter Verwendung der im Kit bereitgestellten Chemikalien, im

Luminometer vermessen.

5.2.4.9 Migrations- und Invasions-Assay (Boyden-Kammer)

Der Migrations- bzw. Invasions-Assay diente der Untersuchung von migratorischen und
invasiven Potenzial von HCC-Zellen, welche mit verschiedenen Konstrukten transfiziert
wurden (Hep3B und PLC Zellen transfiziert mit asBMP4 bzw. siBMP4 sowie zugehdrige
Kontrollen; siehe 5.2.4.6, 5.2.4.7). Hierzu wurden spezielle Kammern (Boyden-Kammern) im
unteren Kompartiment mit 210 pl konditioniertem Medium beflllt. Zur Herstellung dieses
Mediums wurden konfluente Fibroblasten 24 Stunden in Medium ohne FKS kultiviert, dieses
Medium anschlieRend abgenommen, abzentrifugiert und fir den Assay benutzt. Auf das
konditionierte Medium im unteren Kompartiment wurde ein Polykarbonat Filter (Neuro Probe,
Gaithersburg, USA) mit einer Porengréf3e von 8 pm luftblasenfrei aufgelegt und der Aufsatz
der Boydenkammer aufgeschraubt. Fir den Migrations Assay erfolgte im Vorfeld eine Be-
schichtung des Filters mit Gelatine. Dazu wurden die Filter in 0,5% (v/v) Essigsaure
gewaschen (20 min, 50°C), mit einem Faltenfilter abfiltriert und zweimal mit destilliertem
Wasser gesplult. AnschlieRend wurden die Filter eine Stunde in einer Gelatine-Losung (5
mg/l) gekocht, erneut abfiltriert, einzeln auf Papier ausgelegt und eine Stunde bei 100°C
getrocknet.

Fir den Invasions Assay wurden 52 ul gekihltes Matrigel (1:3 verdinnt; BD Biosciences,
Bedford, USA) luftblasenfrei auf den Filter aufgebracht und anschlieRend zum Gelieren fiir
30 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Fur beide Assays wurden die jeweiligen
transfizierten Zelllinien mit PBS gewaschen, abtrypsiniert, in DMEM ohne FKS aufge-
nommen und gezéhlt, um eine Zellzahl von 3x10* Zellen pro ml (Migrations-Assay) bzw. von
2x10° Zellen pro ml (Invasions-Assay) einstellen zu kénnen. Von der jeweiligen Zell-
suspension wurden je 800 ul pro Boydenkammer in das obere Kompartiment eingebracht
und vier Stunden im Brutschrank bei 37°C und 8% CO, inkubiert. Nach erfolgter Inkubation
wurde die Zellsuspension aus allen Kammern abgegossen, der Aufsatz abgeschraubt und
der Filter herausgenommen. Die Oberseite der Filter wurde an einem mit Wasser getrankten
Papiertuch abgewischt, die Filter in einen Farberahmen eingelegt und mittels Hemacolor
Schnellfarbung (bestehend aus Fixierlésung, Eosin-Farbeldsung und Thiazin-Farbeldsung;
Merck, Darmstadt) gefarbt, mit Leitungswasser gespult und mit der Unterseite nach oben auf
Objekttrager aufgelegt. AnschlieRend wurde die Anzahl der gewanderten Zellen durch Aus-

zahlen im Mikroskop bestimmt.
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5.2.4.10 Proliferations-Assay (XTT)

Zur Untersuchung des Proliferationsverhaltens von HCC-Zellen (Hep3B und PLC Zellen
transfiziert mit asBMP4 bzw. siBMP4 sowie zugehdrige Kontrollen), wurde der XTT
Zellproliferations-Kit der Firma Roche (Mannheim) verwendet. Zur Durchfiihrung des Assays
wurden Zellen in verschiedenen Zellzahlen (1.000 oder 2.000 Zellen pro Well) in eine 96-
Well Platte (insgesamt 4 Platten) in dreifach Ansatzen in DMEM High Glucose (ohne
Phenolrot) ausgesat. Die Inkubation erfolgte 24 Stunden bei 37°C, 8% CO, im Brutschrank.
Anschliefend wurden pro well 50 ul XTT Reagenz (XTT labeling reagent & electron coupling
reagent) zugesetzt. Die Stoffwechselleistung aktiver Zellen wurde durch die Reduktion bzw.
Spaltung eines Tetrazolium-Salzes (XTT labeling reagent) zu einem Formazan-Salz, in der
Gegenwart eines Elektronen-Akzeptors (electron coupling reagent), bestimmt. Proportional
zu der Reduktion erfolgte ein Farbumschlag der Reagenzien von gelb nach orange, welcher
im ELISA reader (Emax precision microplate reader, Molecular Devices GmbH, Minchen)
bei 490nm nach 2 Stunden gemessen wurde. AnschlieRend erfolgte eine weitere 2 stlindige
Inkubation im Brutschrank, bevor die Proben erneut vermessen wurden. Die Zugabe der

Reagenzien und Vermessung der Platte erfolgte in den 3 folgenden Tagen analog.

5.2.4.11 Colony-Forming Assay (,,anchorage-independent growth assay”)

Um matrixunabhangiges Wachstumsverhalten von HCC-Zellen (PLC transfiziert mit asBMP4
oder siBMP4) untersuchen zu kénnen, wurden die Zellen abtrypsiniert, pelletiert und aus-
gezahlt. Wahrenddessen wurde der Grundagar (siehe 5.1.11.3.1) hergestellt und in jedes
Well einer 6-Well Platte ausgegossen (2 ml pro Well). Zum Ausharten des Agars der Platten
wurden sie 30 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen
(4x10* Zellen pro Well) in jeweils 0,4 ml zuvor hergestellten 1XMEM Mediums (5.1.11.3.1)
aufgenommen, mit 0,6 ml noch flissigem Grundagar vermischt und sofort ausgegossen.
Nach mikroskopischer Kontrolle auf das Vorliegen einzelner Zellen, erfolgte eine 10 tagige
Inkubation bei 37°C und 8% CO, im Brutschrank. Nach der Inkubationszeit wurden die
entstandenen Kolonien fotografiert (AxioCam, MR Grab, Carl Zeiss, Minchen-Hallbergmoos)

und der Durchmesser von 10 reprasentativen Kolonien pro Well bestimmt.

5.2.412 Tube-Formation Assay

Fir den Tuben-Formations Assay wurde ein acht Kammer Polystyrol Objekttrager (BD

Bioscience, Bedford, USA) auf Eis vorgekuhlt und mit 200 pl Matrigel pro Kammer
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luftblasenfrei beschichtet. Zum Ausharten des Matrigels wurde der Objekttrager 20 Minuten
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden pro Kammer 7x10* Endothelzellen
(HMECS) in 400 pl Medium (Uberstande von asBMP4 oder siBMP4 transizierten PLC Zellen;
siehe 5.2.4.6, 5.2.4.7) aufgenommen und ausgesat. Nachdem die Kammer 16 Stunden im
Brutschrank bei 37°C und 8% CO, inkubiert wurde, erfolgten Aufnahmen mit einer
Digitalkamera (AxioCam, MR Grab, Carl Zeiss, Munchen-Hallbergmoos) im Phasenkontrast-
mikroskop (5-fache VergréRerung). Die Quantifizierung der Gefalistrukturen erfolgte durch

Auszahlen.

5.2.5 Statistische Auswertung

Samtliche Ergebnisse wurden als Mittelwert bzw. prozentualer Mittelwert + Standard-
abweichung dargestellt. Der statistische Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit Hilfe
des ungepaarten t-Tests ermittelt. Zur Auswertung der klinisch-pathologisch eingeteilten
Parameter wurde der exakte Fisher Test verwendet. Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als
statistisch signifikant angesehen. Hierbei gilt: *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ns: nicht
signifikant.

Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung der GraphPad Prism 4.03 Software
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Samtliche Experimente wurden in mindestens

zwei unabhangigen Versuchen wiederholt.
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