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1 Einleitung

1.1 Das hepatozellulire Karzinom

1.1.1 Epidemiologie

Primire Lebertumore zdhlen als sechsthdufigste Tumorerkrankung zu den héufigsten
malignen Tumoren [1]. Als dritthdufigste Ursache krebsbedingter Todesfille weltweit, nach
pulmonalen und kolorektalen und vor gastralen Karzinomen, stellen sie ein relevantes
Gesundheitsproblem dar [1]. Bei Miénnern gelten sie sogar als zweithdufigste maligne
Todesursache [1]. Das hepatozelluldre Karzinom (HCC) macht dabei bis zu 90% der primiren
hepatischen Tumorleiden aus [2] und spielt damit als hiufigster Primértumor der Leber in der
Gastroenterologie eine besondere Rolle. Diagnostiziert werden diese Lebermalignome meist
zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr [3], bei Médnnern zwei- bis dreimal hdufiger als bei
Frauen [1,3,4]. Inzidenz und Mortalitdit zeigen eine negative Korrelation zum
soziookonomischen Status. Das erkldrt, warum das HCC in Entwicklungsldndern im
Allgemeinen deutlich hdufiger vorkommt [5]. In elf Lidndern, vorwiegend in Ost- und
Stidostasien sowie Nord- und Westafrika, sind primédre Lebertumore die héufigste
Tumorerkrankung bei Mainnern, in 23 Lindern sogar die héaufigste krebsbedingte
Todesursache [1]. Doch auch in den entwickelten Lindern steigen die Erkrankungszahlen,
bedingt durch zunehmende metabolische Verdnderungen bei hoherem Lebensstandard [2].
Wihrend in Asien und Afrika die meisten Fille dieser Erkrankung bekannt sind, zeigt sich in
Europa, Nord- und Siidamerika eine geringere Privalenz mit teils stirkeren
geschlechtsspezifischen Unterschieden in der Erkrankungshiufigkeit [4]. In den zentralen
europdischen Léandern liegt die Relation der HCC-Manifestationen zwischen Ménnern und
Frauen bei iiber vier zu eins [4,6]. Zudem haben Studien in den USA auch Unterschiede in
den Erkrankungszahlen zwischen verschiedenen ethnischen Gruppen nachgewiesen. Vor
allem bei hispanischen Bewohnern [3,4,6], amerikanischen Ureinwohnern und
Dunkelhdutigen treten primdre Lebermalignome haufiger auf [4,6]. In den kommenden Jahren
und Jahrzehnten wird eine Zunahme der weltweiten Malignomdiagnosen erwartet [1]. Auch
fir das HCC ist ein relevanter Zuwachs insbesondere der metabolisch bedingten
Erkrankungen prognostiziert [7]. Dadurch wird deutlich, dass das HCC auch in Europa ein

bedeutsames Gesundheitsproblem darstellt.
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1.1.2  Atiologie

Fiir die Entstehung eines HCC sind verschiedene Risikofaktoren bekannt. Neben Infektionen,
wie chronischer Hepatitis B oder C, spielen auch hereditire Erkrankungen, beispielsweise
Héamochromatose, al-Antitrypsin-Mangel [2,8] sowie Tyrosindmie oder die Glykogen-
Speicherkrankheit Typ 1a bei der Entwicklung primérer Lebertumore eine Rolle [3]. Ebenso
begiinstigen Lifestyle-Komponenten, wie tiberméBiger Alkoholkonsum oder Nikotinabusus,
diese Neoplasie [3,9-11]. Die Gemeinsamkeit all dieser Faktoren besteht in der Entwicklung
einer Leberzirrhose als mdgliche Komplikation [8], die in 80 bis 90% der Fille den
Ausgangspunkt eines HCC darstellt [12]. Im Gegensatz zu den genannten Risikofaktoren

gelten Koffein [2,12] und Aspirin als priventive Agenzien in der Hepatokarzinogenese [2].

1.1.2.1 Virale Ursachen

Als fithrende Ursache fiir die Entstehung des HCC wurden chronische Infektionen mit dem
Hepatitis B-Virus (HBV) identifiziert. Dieses Virus gehort zu den Hepadnaviridae, weist eine
Virushiille und partiell doppelstringige zirkulire DNA auf und wird in zehn verschiedene
Genotypen (A bis J) unterteilt. Eine HBV-Infektion fiihrt zu einem 15- bis 20-fach erh6hten
Risiko fiir die Ausbildung eines Lebertumors im Vergleich zu Gesunden; global beruhen etwa
50% der HCC auf einer solchen Infektion [3]. Das Lebenszeitrisiko fiir die
Hepatokarzinogenese durch HBV wird mit zehn bis 25% angegeben [6]. Dabei spielt zum
einen eine gesteigerte Telomerase-Aktivitdt mit konsekutiv erhohter Lebensdauer der Zelle
eine Rolle [13,14], zum anderen die Aktivierung von Onkogenen mit Auswirkungen auf die
Regulation des Zellzyklus. Fiir diese Verdnderungen ist die Integration des Virus in das
Zellgenom mit Einfluss auf verschiedene Genloci, insbesondere CCNA2, CCNEI1 [2,15]
sowie TERT relevant [2,13—17].

In HBV-Endemie-Gebieten, wie beispielsweise Afrika oder Ostasien, besteht eine hohe HCC-
Privalenz. Hier entstehen primére Leberkarzinome durchschnittlich zehn Jahre friiher als bei
Patienten in Europa und Nordamerika [12]. Dies ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die
friihe Infektion, meist durch vertikale Transmission widhrend der Schwangerschaft oder
Geburt, zuriickzufilhren. Daraus resultiert in bis zu 90% der Félle eine chronische
Viruserkrankung. Bei niedriger HBV-Privalenz in westlichen Landern findet hingegen
vorwiegend eine horizontale (parenterale oder sexuelle) Ubertragung des Virus statt. In den
meisten Fillen folgt eine akute nicht-chronische Infektion [12]. Die Wahrscheinlichkeit der
Karzinogenese wird zudem durch das gleichzeitige Auftreten weiterer Risikofaktoren, wie
mannliches Geschlecht, Alter, ethnische Herkunft (afrikanische oder asiatische Wurzeln) und

familidre HCC-Vorbelastung begiinstigt [6,12]. Lifestyle-Faktoren (Rauchen und
16



Alkoholkonsum) spielen ebenso wie das Vorbestehen einer Leberzirrhose sowie Virus-
assoziierte Faktoren, zum Beispiel Replikationsrate, Genotyp, Dauer der Infektion,
Koinfektionen mit dem Humanen Immundefizienz-Virus (HIV), dem Hepatitis C-Virus
(HCV) [6,12] oder dem Hepatitis D-Virus (HDV) eine Rolle [12,18]. Fiir die Exposition
gegeniiber Aflatoxinen wurde zudem eine synergistische Wirkung auf die HCC-Entstehung
bei bestehender Hepatitis B nachgewiesen [19]. Eine Infektion mit dem Genotyp C oder D des
Virus spricht meist schlecht auf eine IFN-Therapie an und ist mit dem groBten Risiko fiir die
Ausbildung einer Leberzirrhose und eines -tumors vergesellschaftet [3]. Durch die Einfiihrung
der HBV-Impfung ist die HCC-Inzidenz zuletzt in einigen, vor allem asiatischen, Landern
deutlich riickldufig [1,6]. Neue medikamentdse Optionen in der antiviralen Therapie haben
zudem in Studien eine Verringerung des Karzinogeneserisikos gezeigt [6].

Als weitere viral bedingte Ursache eines HCC gilt, mit einer Risikosteigerung um das bis zu
20-Fache, eine HCV-Infektion [6]. Da das HC-Virus, im Gegensatz zum HB-Virus, meist
nicht bei der Geburt, sondern spiter erworben wird, treten HCV-bedingte Lebertumore meist
erst in hoherem Lebensalter auf [12]. Eine Ubertragung dieses RNA-Virus aus der Gruppe der
Flaviviridae findet vorwiegend durch kontaminiertes Applikationsbesteck bei Drogenabusus
oder durch infizierte Blutprodukte statt. In Europa und den USA sind nur wenige chronische
HCV-Infektionen bekannt, die geringsten Infektionsraten finden sich in Kanada. In Analogie
zum HB-Virus zeigt sich jedoch eine vermehrte Belastung in afrikanischen und asiatischen
Landern [4]. Im Gegensatz zum HB-Virus kommt es beim HC-Virus allerdings in 70 bis 80%
der Fille zu einer chronischen Infektion. Weltweit ist das Virus fiir zehn bis 25% der HCC-
Erkrankungen verantwortlich und damit global die zweithdufigste Ursache dieser Karzinome
[3]. In den USA gilt die HCV-Infektion sogar als fithrender viraler Risikofaktor primérer
Lebertumore. Auch in Japan wurde in Studien bei bis zu 80% und in Italien bei bis zu 66%
der HCC-Patienten dieses Virus nachgewiesen. Hierbei kann ein Zusammenspiel
unterschiedlicher Risikofaktoren eine begiinstigende Wirkung auf die Entstehung einer
Tumorerkrankung ausiiben. So finden sich Karzinome deutlich hdufiger bei ménnlichen
Patienten, in hoherem Alter, bei zusatzlichen Vorerkrankungen wie Diabetes, Adipositas und
vorbestehender Leberzirrhose, bei Koinfektionen mit dem HB- oder HI-Virus oder durch
Alkoholkonsum. Zudem spielen auch hier virale Faktoren eine Rolle [12]. Das HC-Virus wird
in sechs Genotypen untergliedert [4], die als unterschiedlich starke Risikofaktoren fiir ein
HCC gelten [6,12]. Die Verbreitung dieser Subgruppen unterscheidet sich landerspezifisch. In
den USA findet sich in den meisten Fillen Genotyp la, in Europa Genotyp 1b und 2 bei

dlteren Personen, bei Drogenkonsumenten vor allem la und 3a [4]. Der Wirkmechanismus
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dieses Virus in Hinblick auf die Entartung der Leberzellen ist hingegen nicht vollstindig
geklart. Bekannt ist, dass das HC-Virus nicht in das Wirtsgenom integriert und karzinogene
Effekte wohl vorwiegend durch virale Proteine ausgelost werden. Es konnen verschiedene
Signalwege beeinflusst werden, darunter der MAPK-Signalweg, der Einfluss auf die
Proliferation der Zellen nimmt, und der p53-Signalweg, der bei der Regulierung von
Apoptose und Proliferation eine Rolle spielt. Zudem wird durch die Aktivierung des
korpereigenen Immunsystems TNF und IFN ausgeschiittet. Diese Zytokine vermitteln die
Zerstorung bzw. den Zelltod viral befallener Zellen und nehmen auch Einfluss auf
Regenerationsprozesse. Durch die damit verbundenen Umbaumechanismen im Gewebe
kommt es zur Fibrosierung. Zusétzlich werden sowohl durch das Immunsystem als auch viral
vermittelt freie Radikale freigesetzt, die Mutationen und DNA-Schiden begiinstigen und zur
Entartung der Hepatozyten fiilhren konnen [3]. Ahnlich zur HBV-assoziierten HCC-
Pathogenese ist auch bei HCV-Infektionen Einfluss auf den TERT-Promotor und damit auf
die Telomerase-Aktivitdt beschrieben. Dies wird aber im Gegensatz zum HB-Virus nicht
durch DNA-Integration, sondern durch mutagene Eigenschaften bedingt [14]. Durch die
Einfiihrung effektiver Therapien ist durch Reduktion der Viruslast unter die Nachweisgrenze
ein geringeres Risiko fiir die Entstehung eines HCC [2,6,20,21] mit bis zu 71% weniger
Karzinomfillen unter direkter antiviraler Therapie beschrieben [22]. Dennoch hat sich bei
bereits bestehender Leberzirrhose vor vollstandiger Eradikation des Virus ein erhdhtes

Karzinogenese-Risiko trotz optimaler HCV-Therapie gezeigt [22,23].

1.1.2.2 Aflatoxin

Neben viralen Faktoren spielen auch Toxine bei der Entstehung eines HCC eine Rolle. Vor
allem in Asien und den siidlichen afrikanischen Lédndern ist eine weit verbreitete
Kontamination von Getreiden, Mais und Niissen mit Aflatoxinen bekannt [4,12]. In
landlichen Gebieten, bei Minnern und bei HBV-Infizierten wird dieses hepatische
Karzinogen hédufiger nachgewiesen [4]. Aflatoxin wird durch verschiedene Aspergillusspezies
gebildet und kommt demnach bei fehlerhafter Lagerung in Nahrungsmitteln vor [12]. Es
werden vier verschiedene Formen unterschieden, Aflatoxin By, B, G; und G,, von denen B;
als gefédhrlichste gilt. Das Gift kann nach Verzehr bei Patienten durch Abbauprodukte im
Urin, gebunden an Albumin im Serum oder durch DNA-Mutationen in verschiedenen
Geweben nachgewiesen werden [4]. Dieser Einfluss auf das Erbgut spielt auch bei der
Karzinogenese eine zentrale Rolle. Vor allem Veridnderungen des tumorsuppressiven
Transkriptionsfaktors p53 sind hier ausschlaggebend [12]. Aflatoxine fiihren zu Mutationen

von p53 an der dritten Base von Codon 249, die sich bei 30 bis 60% exponierter HCC-
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Patienten zeigen. Es kommt zu einem vierfach erhohten Risiko fiir eine Zellentartung.
Zusétzlich ist in den meisten Gebieten mit hoher Aflatoxin-Belastung auch eine hohe HBV-
Pravalenz vorhanden. In Kombination mit einer chronischen HBV-Infektion kann das Toxin
zu einer bis zu 60-fach hoéheren Wahrscheinlichkeit fiir die Entwicklung eines HCC im
Vergleich zu gesunden, nicht-exponierten Menschen fiihren, sodass von einer synergistischen

Wirkung der beiden Risikofaktoren auszugehen ist [4].

1.1.2.3 Alkohol

Als weiterer, in Europa gravierender Risikofaktor fiir primédre Lebertumore gilt vermehrter
und iiberméBiger Alkoholkonsum mit der konsekutiven Entwicklung einer Leberzirrhose
[3,4,12]. Bei Vorliegen weiterer Risikofaktoren oder Vorschadigungen der Leber besteht auch
bei nur geringer Alkoholingestion ein erhohtes HCC-Risiko [24]. Wiederkehrende
Inflammationsprozesse, Hepatozytennekrosen und Regenerationsabldufe in der Leber, die mit
oxidativem Stress fiir das Gewebe verbunden sind, bedingen die Ausbildung einer
hepatischen Zirrhose bei regelméfBigem Alkoholkonsum. Zudem beeintrachtigen freie
Radikale die genomische Stabilitit durch Inhibition der Interaktion von DNA, RNA,
Proteinen und Lipiden und koénnen so Mutationen und fehlerhafte Prozesse in den Zellen
fordern [3]. Durch Erndhrungsdefizite und Verdnderungen in der Aktivitit und Wirkung des
Immunsystems wird die Karzinogenese unter Alkoholkonsum zusitzlich begiinstigt [4]. In
den meisten Féllen sind auch HCC bei viralen Hepatitiden durch eine bestehende
Leberzirrhose mitbegriindet. Dadurch wird auch der synergistische Effekt von Alkoholabusus
und HBV- bzw. HCV-Erkrankungen deutlich [3,4,12]. Zudem ist ein Zusammenwirken von
Alkohol und Adipositas wahrscheinlich. Ethanol als Risikofaktor ist in Abhédngigkeit der
Konzentration vor allem in Gesellschaften relevant, die ein sonst geringes HCC-Risiko und

eine geringe Privalenz viraler Hepatitiden aufweisen [4].

1.1.2.4 Metabolische Risikofaktoren

In westlichen Lindern spielen bei der Karzinogenese zudem Stoffwechselerkrankungen eine
immer entscheidendere Rolle. Die Priavalenz von Diabetes und Adipositas ist hier verglichen
mit der viraler Hepatitiden deutlich erhoht. Diese Erkrankungen begiinstigen eine Steatose als
Vorstufe einer Fibrose oder Zirrhose. Inwieweit diese beiden Krankheitsbilder als
unabhédngige Risikofaktoren fiir die Entstehung eines HCC zu werten sind, ist nicht
abschlieBend geklért [4]. Mit einer weltweit geschétzten Pridvalenz von bis zu 25% [22] gilt
auch die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD), deren Patienten sehr hdufig auch

unter Diabetes, Adipositas oder metabolischem Syndrom leiden, als Ursache chronischer
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Lebererkrankungen und -zirrhose [3,12]. Bei 20 bis 30% der Patienten zeigt sich ein Progress
zur nicht-alkoholischen Steatohepatitis (NASH) [6], der schwersten Form der NAFLD. Sie
schreitet in Bezug auf Langzeitfolgen wie Fibrose schneller voran [25] und trdgt ein noch
hoheres HCC-Risiko [2]. NASH zeichnet sich durch Steatose, Inflammation, degenerative
Verdnderungen und Fibrose in der Leber aus und ist ebenso wie NAFLD héufig mit
Adipositas, Diabetes und Hypertriglyceriddmie verbunden. In 15 bis 50% der Fille ist eine
Progression zur ausgeprédgten Fibrose und in sieben bis 25% zur Zirrhose als moglicher
Ausgangspunkt eines primiren Lebertumors beschrieben [4] (Abb. 1). In westlichen Landern
fuen mittlerweile ca. 20% der HCC-Erkrankungen auf einer NASH [2]. Hierbei sind auch
vermehrt Tumorerkrankungen ohne zugrunde liegende oder zuvor diagnostizierte
Leberzirrhose nachgewiesen [26]. Fiir die Genese der NASH und folgend des HCC sind
metabolische Verdnderungen und oxidativer Stress durch vermehrte Einlagerung von
Fettsduren in die Hepatozyten relevant [26-28]. Die damit verbundene inflammatorische
Reaktion [27,28] begiinstigt das Auftreten von Zellschdden [26], die durch Modifikation der
Expressionsmuster von Enzymen der DNA-Reparatur entgehen konnen [2,26]. Stérungen in
Mechanismen der Tumorsuppression sind zudem in der Pathogenese des HCC entscheidend
[26]. Durch einen pathologischen Lipidmetabolismus kdnnen Fettsduren und Lipide gebildet
werden [28,29], die fiir die Karzinogenese als Onkometabolite zur Verfiigung stehen [2].
Gleichzeitig kommt es zu einem verdnderten Gehalt an Immunzellen [27,28,30-35] mit
Einfluss auf immunologische und inflammatorische Signalwege durch Bildung von Zytokinen
[27,28,31,32,34,35], die sowohl onkogene als auch tumorsuppressive Eigenschaften im
Gewebe begiinstigen konnen [2]. Aufgrund der zunehmenden Priavalenz von Diabetes und
Adipositas wird ein numerischer Progress der damit verbunden hepatischen Erkrankungen
und auch der assoziierten Mortalitit besonders in westlichen Léndern erwartet.
Modellrechnungen zufolge sind im Jahr 2030 im europdischen Vergleich zu Italien, Spanien,
Grofbritannien und Frankreich die meisten Fille von NASH und HCC in Deutschland

vorhergesagt [7].

gesunde Leber Leberfibrose Leberzirrhose Leberzirrhose mit HCC

{dda

Abb. 1: Entstehung des HCC. Ausbildung einer reversiblen Leberfibrose und anschlie3end
einer irreversiblen Leberzirrhose durch verschiedene dtiologische Faktoren als
Ausgangspunkt einer HCC-Erkrankung.
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1.1.3 Diagnostik und Einteilung der Stadien

Die frithe Diagnose eines Karzinoms verbessert im Allgemeinen die Heilungschancen des
Patienten. Im Gegensatz zu Entwicklungsldndern ist es heutzutage in vielen westlichen
Liandern moglich, ein HCC in bis zu 60% der Fille bereits in einem Frithstadium zu
erkennen [36]. Zur Diagnostik werden dabei vorwiegend nicht-invasive Kriterien und
Verfahren sowie histopathologische Eigenschaften des Tumors als Goldstandard
herangezogen [24,37]. Eine zwingende Histologiegewinnung ist im Gegensatz zu anderen
Malignomen im internationalen Konsens nicht erforderlich [22,24,37]. Als nicht-invasive
Methoden werden Kontrastmittel-Sonografie (CEUS), MRT oder CT durchgefiihrt [24]. Im
Vergleich zeigt die Verwendung des Gadoxetsdure-MRT eine hohere Sensitivitit bei gleicher
Spezifitit gegeniiber einem Multiphasen-CT [37]. Zur Diagnostik werden typische
Eigenschaften von hepatischen Tumoren herangezogen. Hierbei zéhlt vor allem eine
Hypervaskularisation in der arteriellen Phase in Kombination mit einem Kontrastmittel-
Washout in der portalvendsen Phase zu den Malignitétskriterien [24,37]. Da ein HCC
iiberwiegend durch arterielles Blut gespeist wird, kommt es wéhrend des CT-Scans in der
arteriellen Phase zu einer Anreicherung an Kontrastmittel, sodass das Tumorgewebe
gegeniiber dem gesunden Lebergewebe hyperdens erscheint. Wéhrend der vendsen Phase
befindet sich in der Leber mehr mit Kontrastmittel angereichertes Blut als im Karzinom, es
entsteht das so genannte ,,Washout-Phdnomen®, der maligne Herd blasst ab [38]. Daneben
gibt es weitere Kriterien, die die Diagnose stiitzen, aber nicht alleinig sichern konnen:
Hyperintensitdit in T2-gewichteten oder Diffusions-gewichteten =~ MRT-Sequenzen,
Fettablagerungen oder Blutungen in der Lésion oder der Nachweis einer Kapsel [37]. Bei
Herden mit einem Durchmesser unter einem cm kann keine sichere Diagnose gestellt werden.
Deshalb wird eine Kontrolle des Befundes in Abstinden von drei Monaten mittels CEUS oder
MRT angeraten. Fiir Lésionen mit einer Grofle iiber einem cm wird eine bildgebende
Diagnostik mittels MRT empfohlen [24]. Sollten hierbei keine HCC-typischen Eigenschaften
gefunden werden, wird eine CT- oder CEUS-Untersuchung notwendig. Wenn auch nach zwei
bildgebenden Verfahren keine Sicherheit erlangt wird, Befunde nicht kongruent sind oder der
Leberldsion keine Leberzirrhose zugrunde liegt, ist zur Diagnose eines HCC die Entnahme
einer Biopsie notwendig [24,37] (Abb. 2). In einer palliativen Erkrankungssituation sollte
hingegen zur definitiven Diagnostik immer eine bioptische Sicherung erfolgen [24]. Durch
eine anschlieBende histopathologische Aufarbeitung und Nachweis immunhistologischer
Marker ist eine Abgrenzung gegeniiber Differenzialdiagnosen moglich. Die pathologische

Untersuchung dient zudem der Unterscheidung von benignen Verdnderungen,
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Vorlduferldsionen oder verschiedenen Subtypen des HCC. Als Malignititskriterien gelten
insbesondere ausgedehnte histologische und zytologische Atypien sowie interstitielle und
vaskuldre Invasion, die vor allem in Friihkarzinomen und bei guter Differenzierung schwer
erkennbar sein konnen. Deshalb werden zur genauen Diagnosestellung Immunfarbungen auf
GPC3, HSP70 und die Glutamin-Synthetase als diagnostische Kriterien verwendet [37]. Eine
positive Farbung fiir mindestens zwei dieser Marker gilt als histologischer Beweis fiir ein
HCC. Die Analyse der Genexpression von GPC3, LYVEI] und Survivin ldsst zwischen
hochgradigen Dysplasien und frithen Tumorstadien bei Herden mit weniger als zwei cm
Durchmesser unterscheiden. FEine Firbung auf CD34 dient dem Nachweis einer
Neovaskularisation. Eine weitere diagnostische Moglichkeit besteht in der Untersuchung des
Markers Keratin 19, der mit einer schlechten Prognose des HCC assoziiert ist [36]. Zur
weiteren Diagnostik und vor allem zum pré-operativen Staging vor Lebertransplantationen

sind ein CT oder MRT des Abdomen sowie ein Thorax-CT notig [36].
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Abb. 2: Diagnostisches Vorgehen bei Leberlédsionen. (modifiziert nach [24,37])

Zur moglichst genauen Vorhersage des Outcomes, zur Erleichterung und Objektivierung von
Therapieentscheidungen, zur Vereinfachung des Informationsaustausches und zur besseren
Vergleichbarkeit verschiedener Patienten und deren Therapieansprechen werden Karzinome
in Stadien unterteilt [36,37,39]. Da beim HCC meist zwei lebensbedrohliche Zustinde
gleichzeitig auftreten — eine Leberzirrhose und der Tumor —, besteht die Notwendigkeit,
Variablen in Bezug auf beide Erkrankungen zur Prognose zu vereinen. Hierbei spielen die
Anzahl der Tumorherde und ihre GréBe, die GefdBinvasion, das Vorliegen extrahepatischer

Tumormanifestationen oder Aszites, die Synthese- und Abbauleistung der Leber, eine
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portalvendse Hypertension und der Allgemeinzustand des Patienten bzw. die Ausbildung
tumorassoziierter Symptome eine entscheidende Rolle [36,37]. Zur Abschitzung der noch
erhaltenen Leberfunktion wird die Child-Turcotte-Pugh-Klassifikation verwendet. Diese
orientiert sich an den Serumwerten Albumin und Bilirubin, der Blutgerinnung in Form der
Prothrombin-Zeit und dem Vorliegen von Aszites oder einer Enzephalopathie [39]. Aufgrund
einer Vielzahl verschiedener Klassifikationen, die fiir das HCC etabliert wurden, gibt es keine
global einheitlichen und allgemeingiiltigen MaBstidbe zur Differenzierung unterschiedlicher
Tumorstadien. Es sind viele Staging-Methoden bekannt, die verschiedene Variablen
einbeziehen und fiir unterschiedliche Patientenkohorten und Krankheitsstadien entwickelt
wurden. Hierzu zdhlen das Okuda-Staging fiir spit diagnostizierte Tumore, der Cancer of the
Liver [Italian Program (CLIP)-Score, die Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC)-
Klassifikation, der Chinese University Prognostic Index (CUPI), die Tumor-Nodus-
Metastasen (TNM)-Klassifikation, das Japan Integrated Staging (JIS) und die French-
Classification [39,40]. Die Europdische Arbeitsgemeinschaft zum Studium der Leber (EASL)
sowie die deutsche S3-Leitlinie empfehlen fiir den europdischen Raum die BCLC-
Klassifikation [24,37]. Diese verwendet prognostische Variablen wie Tumorstadium,
Leberfunktion und Allgemeinzustand des Patienten sowie therapieabhéngige Variablen zur
Einteilung der Karzinome. Es werden fiinf Stadien unterschieden (0, A, B, C, D), die

Informationen zu Prognose und empfohlener Therapie vermitteln sollen [36,37] (Tabelle 1).

BCLC- Bezeichnung Tumoreigenschaften ECOG- Child-Pugh-

Stadium Stadium  Kategorie

0 sehr frithes Stadium einzeln <2 cm, 0 A
Carcinoma in situ (CIS)

A frithes Stadium einzeln > 2 cm 0 A oder B
maximal 3 <3 cm

B intermedidres Stadium multinodulér 0 A oder B

C fortgeschrittenes portal invasiv, 1-2 A oder B

Stadium extrahepatisch metastasiert
D Endstadium jede 3-4 C

Tabelle 1: Einteilung des HCC in Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC)-Stadien.
(modifiziert nach [37] und [38]), Eastern Cooperative Oncology Group (ECOGQG)
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1.2 Therapieoptionen des HCC

1.2.1 Lebertransplantation

Als kurativ intendiertes Verfahren zur Behandlung eines HCC sollte bei Fehlen von
extrahepatischer Metastasierung und makrovaskuldrer Invasion eine Lebertransplantation
gepriift werden [24,37,41]. Diese kann bei Leberzirrhose und nicht oder grenzwertig
resektablen Leberherden im Rahmen der Milan-Kriterien angewandt werden [24]. Bei lokal
begrenzter Erkrankung mit einer malignen Lésion von > zwei und < fiinf cm Grof3e oder bis
zu drei Raumforderungen von > einem und < drei cm GrofBe gelten die Milan-Kriterien als
erfiillt [41]. Die Lebertransplantation stellt durch die gleichzeitige Behandlung des HCC und
der zugrunde liegenden Zirrhose das Verfahren mit dem geringsten Rezidivrisiko und besten
Gesamtiiberleben dar [24]. Aufgrund limitierter Spenderzahlen und Verteilung der Organe auf
Patienten mit tumordsen wie nicht-tumordsen Grunderkrankungen sind Transplantate nur
begrenzt verfiigbar [37]. Zur Allokation der Organe wird der Model for Endstage Liver
Disease (MELD)-Score berechnet. Dieser setzt sich aus den Laborwerten fiir Kreatinin,
Gesamt-Bilirubin und INR zusammen und gibt das Mortalitétsrisiko innerhalb der néchsten
drei Monate an [41]. Beim HCC kann bei Erfiillen der Milan-Kriterien auch der
matchMELD-Score bei Vergabe einer Standard-Exception herangezogen werden. Dieser wird
initial bei einer Punktzahl von 22 Punkten, entsprechend einer Drei-Monats-Mortalitdt von
15%, festgesetzt. Im dreimonatigen Abstand wird dieser Score erhoht, um die Steigerung der
Drei-Monats-Mortalitit um 10% abzubilden [41]. Im Sinne der deutschen S3-Leitlinie und
der EASL ist durch neoadjuvante, lokal ablative Verfahren ein Downstaging von Tumoren
moglich, die die Milan-Kriterien initial nicht erfiillen [24,37]. Die Richtlinien zur
Organtransplantation sehen unter diesen Voraussetzungen aber keine Vergabe einer
Standard-Exception und damit eines matchMELD-Scores vor [41]. Zur Uberbriickung der
Wartezeit auf ein Spenderorgan konnen lokale MaBnahmen ergriffen werden, um einen
Progress der Grunderkrankung zu vermeiden oder zu verzégern [24,37]. Zu ihnen gehodren
Ablation, Resektion, transarterielle Chemoembolisation (TACE) oder
Radioembolisation (TARE), bei Kontraindikationen fiir die genannten Verfahren auch eine
stereotaktische Bestrahlung [24]. Das Ansprechen auf diese Interventionen gilt als Indikator
fiir das Auftreten von Rezidiven nach einer Transplantation und damit auch als Marker fiir die

Prognose [24,37].
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1.2.2 Stadium BCLC 0 und A

Im BCLC-Stadium 0 sowie bei fehlender Transplantationsoption im Stadium A stehen lokale
Therapieverfahren zur Verfligung [37]. Diese umfassen Resektion und Ablation,
gegebenenfalls in Kombination mit einer TACE [24]. Eine offene oder laparoskopische
Tumorresektion wird bei nicht-zirrhotischen Organen empfohlen [24,37], sofern eine
RO-Resektion moglich ist [24]. Bei Vorliegen einer Leberzirrthose wird die Indikation zur
operativen MafBnahme an Begleitfaktoren, beispielweise portale Hypertension und
verbliebene Leberfunktion, gekniipft, da ein erhohtes Risiko fiir eine postoperative
Leberinsuffizienz besteht [24]. Auch Komorbidititen und Tumorlokalisation gehen in die
Therapieentscheidung ein [37]. In Einzelfillen kann auch in hdéheren Stadien der BCLC-
Klassifikation eine Resektion diskutiert werden [24]. Als lokal ablative Verfahren werden
Radiofrequenzablation (RFA) und Mikrowellenablation (MWA) eingesetzt. Sie gelten dabei
als dquivalente Therapieoptionen, bei Tumoren bis zu einer Gréfle von drei cm werden sie
zudem auch gegeniiber einer Resektion als gleichwertig betrachtet [24]. Im Rahmen der RFA
wird durch Anlage von Wechselstrom Hitze erzeugt, die iiber Nadeln perkutan oder
laparoskopisch am Zielgewebe verabreicht wird. Dadurch werden Nekrosen erzeugt, die zur
Sicherstellung einer kompletten Ablation und Zerstérung aller Tumorzellen bis in das
peritumorale Gewebe reichen [37]. Kontraindikationen fiir dieses Verfahren bestehen bei
Néhe des zu behandelnden Leberherdes zu abdominellen Organen, dem Herzen oder den
groflen Gallenwegen [22]. Das QOutcome ist dabei abhingig von Leberfunktion, AFP-Spiegel
und dem Vorliegen portosystemischer Kollateralen. Das Risiko einer post-interventionellen
lokalen Tumorprogression wird von der Grof8e des Herdes bestimmt, da die Hitzeentwicklung
ausgehend von der Quelle zur Peripherie hin in Abhédngigkeit der Perfusion abnimmt [37].
Die MWA als weiteres lokalablatives Verfahren weist Ahnlichkeiten in Nebenwirkungsprofil
und Rezidivrate zur RFA auf. Bei diesem hyperthermischen Ablationsverfahren wird die
Hitze durch elektromagnetische Energie erzeugt [37]. Die perkutane Ethanolinjektion (PEI),
bei der durch lokale Applikation von Ethanol Nekrosen innerhalb der Tumorherde durch
Denaturierung von Proteinen, Dehydratation von Zellen und Okklusion von Tumorgefd3en
induziert wird, wird nicht mehr empfohlen [24]. Bei Tumormanifestationen, die eine Grofie
von drei cm tberschreiten, kann vor Ablation eine Chemoembolisation durchgefiihrt werden,
um einen synergistischen Effekt mit einem hyperthermen Verfahren zu erreichen [24]. Bei der
TACE werden intraarteriell zytotoxische Substanzen infundiert und die Gefdle embolisiert.
Dadurch wird zum einen lokal ein zellschdadigender Effekt durch ein Therapeutikum erreicht,

zum anderen wird durch den Gefélverschluss eine Ischdmie im Tumorgewebe induziert. Da
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im Gegensatz zum gesunden Leberparenchym, das vorwiegend aus dem portalvendsen
GefaBlsystem versorgt wird, eine arterielle Blutversorgung besteht, kann die Ldsion so mit
einer gewissen Selektivitdt behandelt werden. Bei der konventionellen TACE wird ein
Gemisch aus Lipiodol und einem Chemotherapeutikum, beispielsweise Doxorubicin,
Epirubicin, Cisplatin oder Miriplatin, verwendet und eine Okklusion der zufiihrenden
Tumorgefie durch ein Embolisationsmittel erzeugt. Daneben ist auch die Verwendung von
drug-eluting beads moglich, bei denen das Partikel-gebundene Therapeutikum, meist

Doxorubicin, konstant innerhalb einer Woche in das Tumorgewebe abgegeben wird [37].

1.2.3 Stadium BCLC B

Bei nicht-resektablen Tumoren wird die TACE als héufigstes lokales Verfahren durchgefiihrt
[37], insbesondere im intermedidren Tumorstadium und bei erhaltener Organfunktionalitét
ohne kurativen Ansatz [24]. Die Patientenauswahl ist abhidngig von Tumorlast, zugrunde
liegender Lebererkrankung und Allgemeinzustand. Bei einer Leberzirrhose der Child-Pugh-
Kategorie B oder C oder Vorliegen einer makrovaskuldren Invasion des HCC in das
Portalvenensystem ist das Verfahren kontraindiziert [37]. Als gleichwertiges Verfahren gilt
die TARE [24]. Hierbei werden interventionell Mikrosphidren aus Glas oder Harz
transarteriell in den Tumor eingebracht, die mit dem Isotop Yttrium-90 markiert sind. Durch
radioaktiven Zerfall werden die malignen Zellen in einem Umkreis bis zu elf mm einem
direkt zytotoxischen Effekt ausgesetzt. Als Nebenwirkungen sind bei diesem Verfahren vor
allem Fatigue, abdominelle Schmerzen, Ubelkeit und gastrointestinale Ulcera beschrieben
[42]. Kontraindiziert sind diese  Ablationstechniken = bei  Vorliegen  einer
Leberdekompensation, einer hohergradig eingeschriankten Nieren- oder Leberfunktion, einer

makroskopischen Gefdflinvasion oder bei Fernmetastasierung des Tumors [37].

1.2.4 Stadium BCLC C

Zur Therapie des fortgeschrittenen HCC sind bei erhaltener Leberfunktion (Child-Pugh-
Kategorie A, ggf. auch B) und Ausscheiden lokaler Behandlungsmafinahmen
Systemtherapeutika unterschiedlicher Wirkstoffklassen indiziert [24]. Diesen ist die
systemische Gabe, verbunden mit dem mdglichen Auftreten systemischer Nebenwirkungen,
gemeinsam. Bei einer ausgepriagten Leberfunktionseinschrinkung (Child-Pugh-Kategorie C)

wird keine Systemtherapie empfohlen [24].
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1.2.4.1 Kombinationstherapie aus Atezolizumab und Bevacizumab

Als first-line-Therapie hat die Kombinationstherapie aus Atezolizumab und Bevacizumab die
langjéhrige primédre Empfehlung zu Sorafenib verdréngt [24]. Die Wirkung von Atezolizumab
wird durch eine Hemmung von PD-L1 vermittelt. Im physiologischen Signalweg fiihrt eine
Bindung von PD-L1 an PD-1, einem Rezeptor auf T-Zellen [43], zu einer verminderten
T-Zell-Funktionalitdt und -Proliferation, zur Inaktivierung und Apoptose von T-Zellen sowie
zu einer Vermehrung regulatorischer T-Zellen [43,44]. Hierdurch kommt es zu einer
Modulation der Immunantwort von immunsuppressivem Charakter [44]. Als monoklonaler
Antikorper gegen PD-L1 bewirkt Atezolizumab durch Hemmung der Interaktion mit dem
Rezeptor eine Reaktivierung der T-Zell-Funktion im Tumorgewebe. Dadurch wird die
physiologische Immunitit gegeniiber Tumorzellen, die eine Expression von PD-L1 zeigen,
gesteigert [43]. Demgegeniiber agiert Bevacizumab als VEGF-Inhibitor. Diesem
Wachstumsfaktor wird Einfluss auf die Entstehung und das Fortschreiten von
Tumorerkrankungen zugesprochen [45]. VEGF iibernimmt zum einen Funktionen in der
Neoangiogenese, die fiir die Blut- und Substratversorgung auch im Tumor relevant ist, zum
anderen wurden auch Effekte auf die Immunantwort in malignen Geweben durch Repression
von T-Zell-Aktivierung, -Proliferation und -Infiltration sowie Zunahme immunsuppressiver
Zellen nachgewiesen [44,46,47] (Abb. 3). Im HCC wurde ein stirkerer Effekt auf das
progressionsfreie Uberleben durch eine Kombinationstherapie aus Bevacizumab und
Atezolizumab nachgewiesen, als durch eine PD-L1-Antikorper-Monotherapie [45]. Zudem
wurde in einer nicht-verblindeten Studie die Verbindung beider Substanzen als first-line-
Therapie beim unbehandelten HCC gegeniiber Sorafenib erprobt. Dabei ergab sich nach
zwOlf Monaten eine Verbesserung des Gesamtiiberlebens auf 67,2% gegeniiber 54,6% unter
Sorafenib-Behandlung. Das mediane progressionsfreie Uberleben wurde durch die
Kombinationstherapie von 4,3 Monaten auf 6,8 Monate gesteigert [48]. Allerdings gibt es
Hinweise auf ein schlechteres Ansprechen immunmodulatorischer Therapien bei HCC-
Genese auf Basis metabolischer Erkrankungen, wie beispielswiese NAFLD [49]. Als
Nebenwirkungen der Antikorper-Medikation zeigten sich in der Studie unter anderem
Hypertonie, Thrombozytopenie, Proteinurie, Pruritus, Diarrhoe und Fatigue-Symptomatik.
Als  schwerwiegende  unerwiinschte = Arzneimittelwirkung  traten  vor  allem
Blutungskomplikationen, wie Osophagusvarizenblutungen auf [48]. Immuntherapien sind
zudem mit einem  erhohten  Risiko  autoimmun-vermittelter = unerwiinschter

Arzneimittelwirkungen vergesellschaftet [50].
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Abb. 3: Wirkweise von Atezolizumab und Bevacizumab.

1.2.4.2 Sorafenib

Bei Kontraindikationen gegen Immuntherapeutika stehen die oralen Multikinase-Inhibitoren
Sorafenib und Lenvatinib als first-line-Therapie im fortgeschrittenen Stadium und bei
ausreichender Leberfunktion fiir die systemische Applikation zur Verfiigung [24,37]. Die
Wirkung von Sorafenib beruht auf der Hemmung verschiedener Kinasen, vorwiegend Raf-1,
BRAF, VEGFR 1-3 und PDGFR-f, die in unterschiedlichen Tumorentititen nachgewiesen
wurde [51-53]. Besonders Raf-1 und VEGF scheinen als Zielstrukturen interessant, da sie bei
der Pathogenese des HCC relevant sind [53]. VEGF und PDGF wirken als
Wachstumsfaktoren fiir die Neoangiogenese. VEGF flihrt zu einer gesteigerten
Gefdllpermeabilitdat, wihrend die Stabilisierung der GefiBle durch PDGF beeinflusst wird.
Entsprechend wird durch die Hemmung dieser Signalwege ein antiangiogener Effekt auf
Tumorzellen veriibt [51]. Zudem sind in vitro und in vivo eine dosisabhingige Abnahme der
Tumorzellproliferation durch Hemmung des RAF/MEK/ERK-Signalweges sowie die
Induktion von Zelltod beschrieben [51,54] (Abb. 4). Letzteres wird auch durch eine
Verminderung von Mcl-1 vermittelt. Dieses Molekiil aus der Bcl-2-Familie mit anti-
apoptotischen Funktionen gilt gemeinhin als Faktor der Apoptoseresistenz im HCC. Durch
die Verringerung der Mcl-1-Expression wirkt Sorafenib im HCC Zelltod-induzierend [54], ein
Effekt, der beispielsweise bei Nierenzellkarzinomen nicht nachgewiesen wurde [52].
Zusitzlich wurde in verschiedenen Tumorzelllinien die Ausbildung von Nekrosen durch die
Verschlechterung von Blutversorgung und Angiogenese gezeigt [51,52]. In einer
randomisierten, doppelt verblindeten Phase-III-Studie ergab eine Behandlung mit Sorafenib
im Vergleich zur Placebo-Gabe eine gesteigerte Uberlebenszeit von 10,7 gegeniiber

7,9 Monaten [53]. Als prognostisch relevant fiir diesen Endpunkt erwiesen sich der
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Allgemeinzustand des Patienten, das Vorliegen einer makroskopischen Gefdfinvasion, die
Tumorlast, das Ausmal} der zugrunde liegenden Leberzirrhose und verschiedene Blutwerte,
wie AFP, Bilirubin oder Albumin. Daneben wurde das Zeitintervall bis zur bildgebend
messbaren Progression der Erkrankung durch die targeted therapy im Vergleich zur Kontrolle
von 2,8 auf 5,5 Monate verlingert [53]. In einer retrospektiven Analyse wurde bei
lokoregiondrer Erkrankung ohne Fernmetastasierung ein besseres Therapieansprechen
verzeichnet. Zudem wurde eine HCV-abhingige Genese des HCC ebenso wie ein niedriger
Neutrophilen-Leukozyten-Index, ein Marker des Inflammationsstatus, als Pradiktionsfaktor
fiir die Wirkung einer Sorafenib-Behandlung identifiziert [55]. Als adjuvante Therapie nach
Resektion oder lokaler Ablation hingegen zeigte Sorafenib keine signifikanten Vorteile
hinsichtlich des Uberlebens oder des Rezidivierens der Erkrankung gegeniiber der Placebo-
Kontrolle [56]. Zu den hiufigsten Nebenwirkungen zéhlten in verschiedenen Studien das
Hand-FuB3-Syndrom, Diarrhoe, Gewichtsverlust und Alopezie, zudem traten Hypertonie und

abdominelle Schmerzen auf [53,56].

Sorafenib
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Abb. 4: Wirkweise von Sorafenib.

1.2.4.3 Lenvatinib

Als antiangiogener oraler Multityrosinkinaseshemmer wirkt Lenvatinib auf VEGFR 1-3,
FGFR 1-4, PDGFR-a, RET und KIT [37,57]. In einer randomisierten Phase-III-Studie war
diese targeted therapy im Vergleich zu einer Behandlung mit Sorafenib nicht unterlegen. Im
Gesamtiiberleben, unter Lenvatinib 13,6, unter Sorafenib 12,3 Monate, zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede [57]. Bei Betrachtung des Intervalls bis zum Nachweis einer
Krankheitsprogression iiberwog hingegen der Vorteil des neuen Medikaments mit 8,9

gegeniiber 3,7 Monaten unter Sorafenib-Behandlung, verbunden mit einer ldngeren Erhaltung
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der Lebensqualitit. Als Nebenwirkungen traten unter anderem Hypertonie, Appetitminderung,
Hypothyreose, Diarrhoe und Gewichtsverlust auf [57]. In Zukunft ist mdglicherweise auch ein
Einsatz als Kombinationstherapeutikum sinnvoll. Erste Studienergebnisse deuten auf

relevante Effekte durch Kombination mit dem Immuntherapeutikum Pembrolizumab hin [58].

1.2.4.4 Second-line-Therapeutika

Als second-line-Therapien stehen Regorafenib, Cabozantinib sowie Ramucirumab zur
Verfiigung [24]. Regorafenib zeigt in der molekularen Struktur groe Homologien zu
Sorafenib, weist aber dennoch ein anderes Wirkspektrum auf [59]. Unter diesem
Therapeutikum wurde bei Patienten mit guter Leberfunktion, die eine initiale Sorafenib-
Therapie tolerierten, ein Uberlebensvorteil gegeniiber Placebo-Gabe erzielt [37]. Der
Wirkstoff gehort zu den oralen Multikinaseinhibitoren aus der Klasse der targeted therapies,
der auch bei metastasierten Kolonkarzinomen und fortgeschrittenen gastrointestinalen
Stromatumoren eingesetzt wird [60,61]. Die Wirkweise beruht auf einer Hemmung
verschiedener Rezeptortyrosinkinasen, beispielsweise VEGFR 1-3, FGFR 1, TIE-2,
PDGFR-B, BRAF, KIT oder RET [62,63]. In Analogie zu Sorafenib kommt es so zur
Hemmung unterschiedlicher Signalwege, die unter anderem obligat fiir die Neoangiogenese
neoplastischer Gewebe sind. Durch die Inhibition von FGFR wird ein wichtiger Faktor der
Tumorproliferation und -migration beeinflusst [62], zudem sind Effekte des Wirkstoffes auf
Metastasierung, Apoptose und die Infiltration von Makrophagen in Tumorgewebe
beschrieben [60,62,63]. Die Induktion von Zelltod wird der Hemmung von p-STAT3 und
anderen essenziellen Proteinen im Zellzyklus, wie beispielsweise Cyclin-1 oder Mcl-1,
zugeschrieben. Aufgrund hoher Expressionsraten von p-STAT3 bei fortgeschrittenem
Tumorstadium und gering differenzierten Tumoren wurde STAT3 auch als diagnostisch und
therapeutisch-prognostisch relevant identifiziert [60] (Abb. 5). In der RESORCE-Studie, die
als randomisierte Doppelblindstudie zur Untersuchung eines potenziellen Nutzens von
Regorafenib als second-line-Therapie nach Sorafenib-Gabe durchgefiihrt wurde, wurde ein
Anstieg des medianen Gesamtiiberlebens von 7,8 auf 10,6 Monate gegeniiber einer
Behandlung mit Placebo erzielt [61,64]. Dieses Ergebnis war unabhidngig von der zuvor
verabreichten Dosis an Sorafenib [64]. Zudem wurde eine Verldngerung des
progressionsfreien Intervalls von 1,5 auf 3,2 Monate beobachtet [61]. Die Nebenwirkungen
von Regorafenib dhnelten dabei denen von Sorafenib, unter anderem kam es zum Auftreten

von Fatigue, Hypertension, palmar-plantarer Erythrodysésthesie und Diarrhoe [37,61].
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Abb. 5: Wirkungen von Regorafenib.

Cabozantinib inhibiert MET, VEGFR-2 und RET und wurde initial zur Therapie von
Schilddriisenkarzinomen und Nierentumoren eingesetzt [37]. Im HCC wurde ein gesteigertes
medianes Gesamtiiberleben von 10,2 gegeniiber 8,0 Monaten bei Placebo-Gabe durch
Cabozantinib als second-line-Therapie beobachtet, ebenso eine Verbesserung des medianen
progressionsfreien Uberlebens. Als unerwiinschte Arzneimittelwirkungen ergaben sich vor
allem  gastrointestinale =~ Symptome, Hypertonie, Fatigue und palmar-plantare
Erythrodysésthesie [65]. Als weiterer Wirkstoff im VEGF-Signalweg wurde Ramucirumab
als monoklonaler Antikdrper in der Zweitlinientherapie erprobt. Wihrend sich in der
Standardpopulation keine signifikanten Unterschiede gezeigt hatten [66], kam es bei Patienten
mit erhohten AFP-Spiegeln zu einer Steigerung des medianen Gesamtiiberlebens gegeniiber
Placebo [67]. Voraussetzung fiir den Einsatz als second-line-Therapie ist daher ein AFP-

Serumspiegel liber 400 ng/ml [24].

1.2.4.5 Weitere Therapieoptionen

Patienten mit gut erhaltener Leberfunktion (Child-Pugh-Stadium A) kénnen auBerhalb der
europdischen Arzneimittelzulassungen nach Ausschopfen anderer Therapieoptionen oder bei
Unvertraglichkeiten auch Immuntherapien zugefiihrt werden. Hierfiir werden Nivolumab oder
Pembrolizumab in der Monotherapie verwendet [24]. Diese wirken als Checkpoint-
Inhibitoren auf das Immunsystem und fordern durch Hemmung von PD-1 die T-Zell-
vermittelte Tumorbekdmpfung [24,68]. Fiir beide wurde ein ausreichendes Sicherheitsprofil
nachgewiesen [68,69]. Als Kombinationstherapie ist die Verwendung von Nivolumab mit

Ipilimumab, einem CTLA-4-Antikdrper moglich [24].
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1.2.4.6 Tivantinib

Tivantinib stellt eine weitere Substanz aus der Klasse der targeted therapies dar, die
urspriinglich als c-Met-Inhibitor klassifiziert wurde [70]. c-Met ist eine Rezeptortyrosinkinase
mit hoher Affinitdt zum hepatozelluliren Wachstumsfaktor HGF, die fiir die physiologische
Entwicklung entscheidend ist. Fiir verschiedene Tumorzellen ist eine Dysregulation der
c-Met-Expression beschrieben, die Einfluss auf Proliferation, Migration, Invasion und
Angiogenese entarteter Zellen und Gewebe nimmt und so eine Rolle bei Metastasierung und
Therapieresistenz spielt [70]. In HCC-Zelllinien wurde kein Einfluss von Tivantinib auf die
Expression von c-Met nachgewiesen [71]. Dennoch wurden anti-proliferative und
apoptotische Effekte auf verschiedene Tumorzelllinien, beispielswiese von HCC,
cholangiozelluldrem Karzinom, Kolonkarzinom oder Mammakarzinom, beobachtet [70,72].
Die Wirkweise wird durch unterschiedliche Mechanismen beschrieben, ist aber nicht
abschliefend geklart. Fiir die Induktion von Zelltod werden die gesteigerte Aktivitit
verschiedener Caspasen, eine vermehrte Bildung pro-apoptotischer Proteine wie Bax sowie
ein vermindertes Level anti-apoptotischer Molekiile, beispielsweise Bcl-2, Bel-x1 und Mcl-1,
verantwortlich gemacht [71,72]. Da Bcl-x1 und Mcl-1 bei gesteigerter Expression von c-Met
vermehrt gebildet werden und moglicherweise direkte Zielstrukturen von Tivantinib
darstellen, wird Apoptose hier in indirekter Abhidngigkeit vom c-Met-Level ausgelost [72].
Zudem verhindert eine Behandlung mit Tivantinib die Ausbildung von Mikrotubuli. Dies
wird einer Inhibition der Tubulin-Polymerisation zugeschrieben. Die damit verbundene
Hemmung der physiologischen Zellaktivitit stellt einen Einflussfaktor auf die
Tumorsuppression und Apoptose dar [71]. Die targeted therapy bewirkt des Weiteren im
Zellzyklus einen vermehrten G2/M-Arrest durch Verdnderung des Cyclin-B1-Gehaltes
[71,72]. Als Substanz aus der Gruppe der Bisindolylmaleimide, die als
Proteinkinase C (PKC)-Inhibitoren bekannt sind [73,74], ist auch {iber diesen Weg ein
Einfluss auf Zellzyklus, Differenzierung und Apoptose moglich [75].

Tivantinib wurde bereits im experimentellen Ansatz bei HCC-Patienten getestet. In einer
Phase-II-Studie zeigte die targeted therapy als second-line-Therapie bei Tumoren mit hoher
c-Met-Expression signifikante Vorteile. Das mediane Gesamtiiberleben stieg von 3,8 Monaten
in der Placebo-Gruppe auf 7,2 Monate bei Wirkstoffbehandlung. Auch das mediane Intervall
bis zum Nachweis einer Krankheitsprogression wurde von 1,4 auf 2,7 Monate verlidngert, das
mediane progressionsfreie Uberleben von 1,4 auf 2,2 Monate [76]. Dagegen wurde bei
Patienten mit Tumoren ohne erhohte c-Met-Expression keine Verbesserung des Verlaufes

erreicht. Es zeigte sich vielmehr, dass das mediane Gesamtiiberleben in der Placebo-Gruppe
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bei niedrigem Met-Status 9 Monate, bei hohem 3,8 Monate betrug. Der Met-Gehalt im
Tumorgewebe stellt somit einen negativen prognostischen Faktor bei vorbehandelten HCC-
Patienten dar [76]. Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse der Phase-II-Studie wurde im
Anschluss eine Phase-III-Studie durchgefiihrt. Auch hier wurde Tivantinib als second-line-
Therapie bei Patienten mit fortgeschrittenem HCC und hoher Met-Expression eingesetzt.
Aufgrund schwerer Nebenwirkungen zu Beginn der Studie wurde die Dosierung von
Tivantinib im Verlauf verringert und somit nicht in gleicher Hohe wie in der Phase-1I-Studie
eingesetzt [77]. Im Gegensatz zur vorhergehenden Untersuchung wurde kein
Uberlebensvorteil durch Tivantinib im Vergleich zur Placebo-Kontrolle nachgewiesen.
Patienten unter Wirkstoffbehandlung zeigten ein medianes Gesamtiiberleben von
9,1 Monaten, in der Kontrolle von 8,4 Monaten. Auch bei Betrachtung des medianen
progressionsfreien Uberlebens sowie der medianen progressionsfreien Zeit wurde kein
signifikanter Vorteil durch Tivantinib erzielt [77]. Die Art der auftretenden Nebenwirkungen
unterschied sich in den verschiedenen Studien kaum, es kam unter anderem zu Neutropenie,

Anidmie, Aszites, Fatigue, Diarrhoe und abdominellen Schmerzen [76,77].

1.2.4.7 Chemotherapeutika im HCC

Eine systemische Applikation von Chemotherapeutika, wie sie bei vielen Tumorerkrankungen
Standard ist, wird von den Fachgesellschaften beim HCC nicht empfohlen. Aufgrund einer
hohen intrinsischen Chemoresistenz wurden durch Doxorubicin und andere Therapeutika
keine Uberlebensvorteile erzielt [37]. Da bei der iiberwiegenden Zahl an HCC-Patienten
neben dem Tumor auch eine Leberzirrhose vorliegt, kann die Metabolisierung der
Therapeutika gestort und damit die Toxizitdt der Medikamente erhoht sein. Zudem stellt die
Leberzirrhose einen immunsuppressiven Faktor dar, der schwerwiegende Komplikationen bei
Infektionen und Nebenwirkungen der Behandlung begiinstigt [37].

Obwohl die systemische Therapie mit Doxorubicin, die aufgrund geringer Ansprechraten
keine relevanten Uberlebensvorteile gezeigt hat [37], verlassen wurde, wird dieses
Chemotherapeutikum noch immer im Rahmen lokaler Verfahren, wie der TACE, eingesetzt
[24,37]. Der Wirkstoff gehort zur Klasse der Anthrazyklin-Antibiotika und ist bereits seit
1969 bekannt. Die Wirkweise besteht in der Interkalation zwischen Basenpaaren der DNA,
sodass DNA-Synthese und Transkription verhindert werden. Durch den Einfluss auf DNA-
Replikation und Proteinbiosynthese wird die Zellteilung in sich schnell teilenden Geweben,
wie beispielsweise Karzinomen, unterbunden. Neben einer Hemmung der Topoisomerase I,
die diese Funktionen ebenfalls beeintrachtigt, kommt es aufgrund der molekularen

Eigenschaften der Substanz zur Bildung freier Radikale, die zu einer Schiadigung von
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Zellstrukturen und DNA fiihren [78] (Abb. 6). Die systemische Applikation von Doxorubicin
ist mit verschiedenen Nebenwirkungen, wie Kardiotoxizitdt, peripherer Neurotoxizitit,
Myelosuppression, Erbrechen, abdominellen Schmerzen oder Onycholyse verbunden [78]. Im
Rahmen von TACE-Behandlungen mit Doxorubicin-haltigen Mikrosphédren sind lokale
Begleiterscheinungen beschrieben. Zu diesen gehoren Lebernekrose, Leberinsuffizienz und
Abszessbildung. Zudem wurden unter anderem Aszites und hepatische Enzephalopathie,
Angina und Herzinsuffizienz sowie Andmie und Sepsis beobachtet [79]. Bei der Verwendung
sogenannter drug-eluting beads wurden Schmerzen, Fieber, Ubelkeit, Erbrechen und

ebenfalls die Ausbildung von Leberabszessen nachgewiesen [80].
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Abb. 6: Wirkungen von Doxorubicin.

Bleomycin gehort ebenfalls zur Klasse der Chemotherapeutika. Dieser Wirkstoff wird bei
verschiedenen Karzinomerkrankungen eingesetzt, findet im HCC aber keine leitliniengeméle
Verwendung. Dennoch wurde eine tumorsuppressive Wirkung auf HCC-Zellen festgestellt
[81-84], auch in der Elektrochemotherapie im Tiermodell [85]. Bleomycin ist ein
Glykopeptid-Antibiotikum, das durch Interkalation in die DNA sowie Einzel- und
Doppelstrangbriiche Einfluss auf die Chromosomen-Morphologie nehmen kann und so zu
Zellzyklusarrest und Apoptose, insbesondere in G1- sowie G2/M-Phase des Zellzyklus, fiihrt
[86]. Zudem wird es zu den Topoisomerase II-Inhibitoren gezdhlt [87] (Abb. 7). Zu den
wichtigsten Nebenwirkungen dieses Wirkstoffes gehort die Entstehung einer interstitiellen

Pneumonitis mit konsekutiver Lungenfibrose [86].
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Abb. 7: Wirkungen von Bleomycin.

1.3 Die p53-Familie

Fiir das Verstindnis der Entstehung und die Therapie von Tumoren wie dem HCC spielt die
pathogenetische Einordnung der Erkrankung sowie die Unterscheidung von funktionalen und
dysfunktionalen Signalwegen eine entscheidende Rolle. Bedeutsam ist hierbei vor allem die
p53-Familie, deren Einfluss in der Tumorgenese seit Langem bekannt ist. Sie setzt sich aus
einer Gruppe von Transkriptionsfaktoren zusammen, zu denen neben p53 auch p63 und p73
gehoren. Der Aufbau dieser Proteine weist hohe Ubereinstimmungen auf. Die Struktur besteht
im Allgemeinen aus einer Transaktivierungsdoméane (TAD), einer
Oligomerisierungsdoméne (OD) sowie einer DNA-Bindungsdoméne (DBD) [88]. Letztere
beinhaltet ein Zinkion zur DNA-Bindung [89] und zeigt zwischen den Mitgliedern der p53-
Familie die groBte Ahnlichkeit. Sie betriigt zwischen p53 und p73 63%, zwischen p53 und
p63 60% [88,90]. Die ausgeprigte Homologie erklért auch die Regulation iibereinstimmender
Zielstrukturen, die zu funktionellen Parallelen der p53-Familienmitglieder beitrdgt [90]. Die
TAD weist Bindestellen fiir Proteine und Kofaktoren auf, die fiir die Regulation der
Transkriptionsfaktoren notwendig sind. Im Falle von p53 konnen hier beispielsweise MDM?2
oder MDM4 zu einer verminderten Transkription des Gens beitragen, auch TFIID oder
TFIIHA konnen hier binden [91,92]. Die Ubereinstimmung der TAD betriigt zwischen p53
und p63 22%, zwischen p53 und p73 30% [90]. Die OD vermittelt die Oligomerisierung der
Transkriptionsfaktoren. Dabei entstehen im Allgemeinen bevorzugt Homo- statt Heteromere.
p53 bildet beispielsweise in seiner aktiven Form ein Homotetramer aus [92,93]. Am

C-terminalen Ende von p63 und p73 kann, im Gegensatz zu p53, zusitzlich auch eine
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sterile alpha motif (SAM)-Domine enthalten sein [94], die fiir direkte Protein-Protein-
Interaktionen verantwortlich ist. In der Nomenklatur wird die entsprechende Form als a
gekennzeichnet [90]. Sie kann Einfluss auf Apoptose, Adhdsion und Transkription [95] sowie

auf die Oligomerisierung der Proteine zur Bildung der aktiven Form nehmen [96] (Abb. 8).

N-Terminus C-Terminus
ps3 —EE—— N —

p63 —— I — N — o
p73 — I — A — —

> &

TAD DBD OD

Abb. 8: Vereinfachte Gen-Struktur von p53, p63 und p73. (modifiziert nach [91])
Ausgepriagte Homologie im Aufbau der p53-Familienmitglieder bestehend aus N-terminaler
Transaktivierungsdomine (TAD) als Bindestelle fiir Kofaktoren, DNA-Bindungsdoméne
(DBD) fiir Bindung an Zielstrukturen sowie C-terminaler Oligomerisierungsdomine (OD) zur
Bildung der funktionellen Form der Transkriptionsfaktoren. Zuséitzlich sterile alpha motif
(SAM)-Doméne bei p63 und p73 fiir direkte Protein-Protein-Interaktion mdoglich. Grofite
Ubereinstimmung in der DNA-Sequenz zwischen p53, p63 und p73 in der DBD
[88,90,92,94].

1.3.1 pS3

p53 wurde erstmals 1979 [97] von verschiedenen Forschungsgruppen nahezu gleichzeitig in
Europa und den USA beschrieben [98]. Damals wurden diesem Protein onkogene
Eigenschaften zugeordnet [97,99]. Im Laufe der p53-Forschung wurden immer mehr mutierte
Gensequenzen in Tumorzellen nachgewiesen, sodass ein tumorsuppressiver Effekt der
Wildtyp-Form nahe lag [98]. Durch den Nachweis eines besseren Ansprechens auf
zytostatische Therapien und Radiatio bei Vorliegen von nicht-mutiertem 7P53 wurde diese
Schlussfolgerung und die klinischen Relevanz dieses Molekiils bestétigt [89]. Heute ist p53
als entscheidender Tumorsuppressor in einer Vielzahl von Organismen bekannt und
Gegenstand zahlreicher Studien. Aktivierungsfaktoren fiir p53 sind neben DNA-Schédden auch
Substratmangel und Hypoxie [100] sowie Hyperproliferation und Telomer-Instabilitdt [101].
Als exogene Faktoren sind vor allem Strahlung, Onkogene, oxidativer Stress oder

Medikamente, wie Chemotherapeutika oder Proteinkinase-Inhibitoren, relevant. Diese
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bedingen eine Steigerung der Aktivitdt, eine Akkumulation und einen verminderten Abbau
des Proteins [91,102]. So wird die Halbwertszeit von p53, die normalerweise nur etwa
20 Minuten betrdgt, exponentiell verlingert [91,103]. Dabei kommt es auch zu
Modifikationen, die zu einer Verdnderung der Proteinstruktur fithren und so Einfluss auf
DNA-Bindung und  Funktionalitit = nehmen. Hierzu  zdhlen  Acetylierungen,
Phosphorylierungen, Methylierungen oder Glykosylierungen [102,104,105]. Die Wirkung des
Transkriptionsfaktors besteht vorwiegend in der Induktion von Zellzyklusarrest in der G1-
oder G2-Phase, von Seneszenz, Apoptose iiber den extrinsischen oder intrinsischen Signalweg
sowie dem Erkennen und der Reparatur geschéddigter Gen-Abschnitte (Abb. 9). Dies trigt
dazu bei, dass genetische Verdnderungen im Rahmen schiddigender Einfliisse nicht an
Tochterzellen weitergegeben werden und so die genomische Integritit der Zellen gewahrt
bleibt [88,91,102,104]. Neben den genannten klassischen Effekten der Tumorsuppression sind
heute viele weitere Mechanismen bekannt, die der Regulation durch p53 unterliegen. Im
Rahmen der Induktion von Autophagie beispielsweise, einer Art Selbstverdauung der Zelle,
wird ebenso ein Beitrag zur genomischen Stabilitét geleistet. Durch lysosomalen Abbau von
Zellorganellen oder Makromolekiilen werden einerseits beschddigte oder nicht mehr
funktionsfdhige Zellbestandteile vernichtet, andererseits Substrate fiir die Biosynthese
generiert. Eine Dysregulation kann Tumorbildung begiinstigen [106]. Im Zellmetabolismus
kann p53 die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, die DNA-Schiden bedingen konnen,
durch Einfluss auf das TIGAR-Gen reduzieren, den Pentose-Phosphat-Weg induzieren und
die Glykolyse hemmen [107]. Letzteres wird durch die verminderte Expression von
Glukosetransportmolekiilen =~ wie = GLUTI1 und  GLUT4  erreicht [100,108].
Cholesterinbiosynthese sowie Fettsdure-Synthese und Lipidoxidation werden ebenso wie der
Harnstoffzyklus gehemmt [109]. Die Oxidation freier Fettsduren kann gesteigert werden,
sodass Substrate nicht mehr fiir Tumorzellen zur Verfligung stehen [100]. Auch im Rahmen
immunologischer Reaktionen, bei Zellkommunikation und Zelldifferenzierung [110],
beispielsweise von Adipozyten [111] oder Neuronen [112], Migration [109,110] und
Hemmung der  epithelial-mesenchymalen-Transition  (EMT)  [108],  Ferroptose
[100,108,111,113] sowie bei Angiogenese und embryonaler Implantation wurde eine
Beteiligung von p53 beobachtet [107,110]. Die Vermittlung dieser Funktionen basiert auf
DNA-Ebene auf Bindung an response elements. Einige Zielstrukturen, wie beispielsweise
p21, enthalten mehrere dieser Bindestellen mit unterschiedlicher Affinitit, die zu
verschiedenen Reaktionen fiithren konnen. p21 vermittelt so bei Bindungen mit niedriger

Affinitdit Apoptose, bei hoher Zellzyklusarrest [110] durch Aktivierung von Cyclinen und
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Cyclin-abhéngigen Kinasen. Daneben sind auch direkte Protein-Protein-Interaktionen
beschrieben [89]. Die p53-vermittelten Reaktionen unterscheiden sich dabei auch abhéngig
von der Art des schiddigenden Faktors [114].

Da viele dieser Aspekte eine entscheidende Rolle zur Vermeidung von Zellentartung und
Tumorformation spielen, gilt p53 als ,,Wichter des Genoms® und damit wichtigster
Tumorsuppressor im menschlichen Korper [91]. Gleichzeitig unterliegt p53 selbst einer
strengen Regulation, um die Homdostase und die Entscheidung iiber Leben oder Tod der
Zelle zu kontrollieren. Als relevantester Repressor gilt MDM2 [114], das im Heterodimer mit
MDM4 [111] den proteasomalen Abbau [109,114] des Transkriptionsfaktors vermittelt.
MDM2 hemmt so die p53-Funktion und unterbindet die Induktion von Zelltod [115]. Im
Rahmen der Aktivierung und Stabilisierung von p53 unter zelluldren Stresssituationen
aktiviert p53 verschiedene Zielgene, darunter wiederum auch MDM?2. So entsteht ein
Feedback-Mechanismus, der eine Uberaktivitit des Transkriptionsfaktors vermeidet [114].
Daneben sind weitere Regulationsfaktoren, wie ASPP1 und ASPP2, bekannt [104].

Bei Tumorerkrankungen wurden in mehr als 50% der Fille Mutationen von 7P53
[90,110,116] auf Chromosom 17 nachgewiesen. Sie gelten als hdufigste Tumormutation,
meist assoziiert mit schlechter Prognose und schwerem Krankheitsverlauf [88,91].
Mittlerweile sind mehr als 1500 verschiedene Mutationen bekannt [106]. Typisch sind hierbei
vor allem Mutationen im Bereich der DBD zwischen Codon 125 und 300 [117], die
vorwiegend missense-Mutationen darstellen [110,116—-118]. Verdnderungen in diesem Gen-
bzw. Proteinbereich sind fiir etwa 90% der karzinogenen Mutationen von p53 verantwortlich
[92] und haben Auswirkung auf Zielgenbindung, Interaktionen oder Regulationsmechanismen
[110]. AuBerhalb der DBD finden sich dagegen héufiger nonsense- oder frameshift-
Mutationen [117]. Als Folge der p5S3-Mutation ist eine Hemmung der noch verbliebenen p53-
Wildtyp-Funktion des anderen Allels liber zwei Mechanismen moglich: Einerseits bindet und
inaktiviert verdndertes pS3 im Heterodimer physiologisches p53-Protein, andererseits folgt
auf eine p53-Mutation meist ein Verlust des verbliebenen Wildtyp-Allels auf DNA-Ebene
[116]. Die Folgen der genetischen Verdnderungen konnen ebenso wie die physiologischen
Funktionen des Transkriptionsfaktors vielféltig sein. Interaktionen von p53-Mutanten mit dem
Mikrobiom des Darmes und bakteriellen Stoffwechselprodukten konnen die Wirkung der
Gen-Variation zusétzlich beeinflussen [119]. Durch Verdnderung der Architektur und
Expression extrazelluldrer Matrixproteine der Basalmembran als Folge der p53-Mutation wird
die Invasion von Tumorzellen begiinstigt, unterschiedliche Interkationen beeinflussen

Proliferation, Angiogenese und Migration [101]. Im Zellmetabolismus werden durch
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Steigerung von Glykolyse und Cholesterinbiosynthese Voraussetzungen fiir schnelle
Energiegewinnung sowie die Bildung neuer Zellmembranen geschaffen, die relevant fiir die
Uberproliferation der Zellen sind [106]. Durch Bindung an p63 und p73 mit folgender
Inaktivierung ist durch p53-Mutationen auch eine Funktionseinschrinkung dieser
Transkriptionsfaktoren mit pro-kanzerogenen Effekten moglich [116]. Je nach Auspriagung
der genetischen Variation ist eine gesteigerte oder verminderte Apoptoserate beschrieben. In
den meisten Féllen kommt es jedoch in Karzinomzellen, wie beispielsweise dem HCC, zu
einer verminderten Zelltod-Rate und geringeren Expression pro-apoptotischer Proteine [120]
sowie der fiir Apoptose erforderlichen Rezeptoren [121].

Auch Karzinome ohne Mutationen des p53-Proteins zeigen hédufig Verdnderungen in dessen
Expression, beispielswiese durch vermehrte Bildung von p53-Regulatoren, wie MDM?2 oder
MDM4 [115]. In Analogie zu den natiirlichen Eigenschaften treten bei kompletter Defizienz
des p53-Gens erhohte Raten an Zellentartung und Defekte bei der Apoptose- und
Zellzyklusregulation auf [88,91,93,103].

Als Zielstrukturen von p53 wurden hunderte von Genen identifiziert, die unter der Expression
von p53 einer gesteigerten oder verminderten Bildung unterliegen [117]. Neben Zellzyklus-
Checkpoints, wie Cyclinen, MDM?2, TGF-a und EGFR, gehoren hierzu auch Bestandteile der
DNA-Reparatur, wie PCNA oder Gadd45, und der Apoptose, beispielsweise Bcl-xL, Bax
[88,102,104] und IGFBP3 [89]. Antiproliferative Effekte wurden unter anderem auch iiber die
Regulation von NR4A3 mit konsekutiver Induktion pro-apoptotischer Genexpression
nachgewiesen [122]. Dadurch wird deutlich, dass p53 Bestandteil eines komplexen
Regulationssystems von Genen ist, das zur Aufrechterhaltung physiologischer Funktionen
und zur Vermeidung karzinogener Wirkungen einem sensiblen Zusammenspiel mit seinen

Kofaktoren bedarf.

1.3.2 p63

Im Gegensatz zur Rolle von p53 in der Tumorsuppression wurden fiir p63 und p73
vorwiegend FEigenschaften in der physiologischen Entwicklung von Organismen
nachgewiesen [123-126]. p63, kodiert auf Chromosom 3 [115,127], bildet bei Betrachtung
der Evolution das wohl dlteste Mitglied der p53-Familie [90]. Das Protein wurde als
entscheidender Faktor fiir Zellproliferation und Synthese epithelialer Gewebe [91,94,128],
insbesondere flir Bildung und Differenzierung von Keratinozyten durch Einfluss auf CBX4
sowie fiir die embryonale Entwicklungsphase [129] identifiziert und iiberwiegend in
Epithelien nachgewiesen [127]. Dementsprechend verursacht eine p63-Defizienz vor allem

epitheliale Schadigungen, beispielsweise Wundheilungsstorungen, das Fehlen von
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Driisengeweben, Haarfollikeln und Zéhnen. Diese Anomalien nehmen héufig friihzeitig
postnatal einen letalen Verlauf [91,93]. Auch die Aufrechterhaltung der Integritdt weiblicher
Keimzellen [96] sowie eine Expression in Nervenzellen [130] ist fiir p63 nachgewiesen.

Zudem werden diesem Protein teils auch Funktionen im Rahmen von Karzinomerkrankungen
zugeschrieben [96]. p63-Mutationen, die durch Funktionsverlust zur Entwicklung von
Karzinomen fiihren, sind selten. Da p63 aber zum Teil auch analoge Eigenschaften zu p53
besitzt, kann eine Verdnderung der p63-Expression durchaus FEinfluss auf die
Tumorentstehung nehmen [91,115]. Auch durch dieses Protein ist neben der Induktion von
Zellzyklusarrest die Auslosung von Apoptose durch den extrinsischen und intrinsischen
Signalweg [91,93,115], von Seneszenz sowie die Hemmung der Metastasierung im Rahmen
von Tumorerkrankungen mdglich [96] (Abb.9). Als Zielstrukturen dienen dabei unter
anderem p21, Bax, CD95, TRAIL-R oder TNF-R[91,93,115]. Durch die Bindung an
response elements von p53 kann p63 somit auch dessen Zielgene regulieren. Durch eigene
DNA-Bindungssequenzen werden p53-unabhingige Zielgene beeinflusst [115,131]. Neben
den tumorsuppressiven Eigenschaften wurde in einigen Tumorentititen auch eine
Uberexpression von p63 nachgewiesen. Diese zeigt sich beispielsweise bei Basalzell- und
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich, Brust-, Zervix- und Prostatakarzinomen

sowie beim malignen Melanom [96].

1.3.3 p73

Das auf Chromosom 1 kodierte p73-Protein [91], das 1997 erstmals beschrieben wurde [132],
dient unter physiologischen Bedingungen vorwiegend der Aufrechterhaltung der genomischen
Integritdt und Fertilitdt, der Vermittlung von Apoptose und Chemosensitivitit sowie der
Zilienbildung und neuronalen Differenzierung [91,94,112,115,126,128,133], vor allem in den
frithen Entwicklungsphasen [134] (Abb. 9). Zudem wurde Einfluss auf den Metabolismus und
die zelluldre Energiegewinnung, vorwiegend durch die Regulation der mitochondrialen
Proteinexpression beschrieben. Auch fiir die Zellalterung in Abhéngigkeit des Gehaltes an
Sauerstoffradikalen ist p73 relevant [133]. Eine Defizienz dieses Transkriptionsfaktors fiihrt
bei Maiusen zur Entwicklung schwerer gastrointestinaler Blutungen, chronischer
Infektkonstellationen und Fehlbildungen im Bereich des Gehirns [135,136], vorwiegend am
Hippocampus im Gyrus dentatus [133]. AuBBerdem zeigt sich ein gehduftes Auftreten von
Infertilitit sowie eine erhohte Tumorrate [96]. p73 weist sowohl im Aufbau als auch
funktionell eine ausgepriagte Homologie zu p53 auf [132,137]. Aufgrund hoher
Ubereinstimmung, vor allem in der DBD, wurden fiir p73 groBtenteils identische Zielgene zu

p53, unter anderem Bax, MDM2 oder Cyclin G, beschrieben [93,132,135]. Daher ist auch
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durch p73 Zellzyklusarrest in der Gl-Phase und Zelltod ausldsbar, vermittelt durch
Interferenzen mit p21, Cyclin B1, Cyclin B2 oder FLASH [91,94]. Im Gegensatz zu p53
kommt es bei DNA-Schddigungen allerdings nicht zur ausgeprigten Akkumulation des
Proteins [132].
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Abb. 9: Funktionen der pS53-Familie. Vermittlung vielféltiger Funktionen durch die
Mitglieder der p53-Familie, unter anderem bei Tumorsuppression (Zellzyklusarrest,
Apoptose, DNA-Reparatur, Seneszenz), physiologischer Zellentwicklung (Differenzierung
und Proliferation) und Metabolismus, aber auch bei Metastasierung.

Apoptose

Seneszenz Fertilitat
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Die tumorsuppressiven Eigenschaften legen nahe, dass Mutationen von p73 Einfluss auf die
Entstehung unterschiedlicher Krebserkrankungen nehmen koénnen, allerdings sind
Inaktivierungen selten [115]. Atiologisch relevant scheint entsprechend weniger der
Funktionsverlust des Proteins, als vielmehr die in verschiedenen Karzinomentititen
verdnderte Expressionsrate [137]. Beispielsweise zeigten sich in HCC, kolorektalen und
Lungenkarzinomen erhohte p73-Level [91]. Andererseits wurden auch Deletionen
nachgewiesen, die sich gehéuft in einigen Tumorentititen finden. Zu diesen gehoren unter
anderem Kolon-, Pankreas-, Lungen-, Zervix- und Mammakarzinome, aullerdem Gliome

sowie akute und chronische Leukdmieformen [96].
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1.3.4 Bildung verschiedener Isoformen der p53-Familie

Neben den bereits beschriebenen agonistischen Funktionen wurden fiir p63 und p73 auch
antagonistische Eigenschaften zu p53 nachgewiesen. Dieser scheinbare Gegensatz ist durch
verschiedene Isoformen der Proteine, die durch unterschiedliche Promotoren und alternatives
Splicing aus den Genen 7P63 und TP73 entstehen, zu erkldaren [115]. Dabei werden TA-
Formen mit einer N-terminalen TAD von den dominant negativen, N-terminal trunkierten
(AN-) Formen ohne diese Doméne unterschieden. Erstere zeichnen sich vorwiegend durch
tumorsuppressive, also anti-proliferative und pro-apoptotische Eigenschaften aus, wéhrend
die AN-Formen den TA-Formen gegeniiber hédufig antagonistische oder inhibitorische
Funktionen zeigen [138]. AN-Isoformen konnen dabei zu einer Unterdriickung der Bildung
TA-abhingiger Zielproteine filhren und so einen dominant-negativen Effekt ausiiben,
andererseits aber auch selbst als Transkriptionsfaktoren wirken und eigene Zielstrukturen
beeinflussen [91,96]. Ein Beispiel fiir das komplexe Zusammenspiel der unterschiedlichen
Transkriptionsfaktoren zeigt sich bei der Regulation von Apoptose. Sowohl fiir p53 als auch
fiir TAp63- und TAp73-Isoformen wurde eine Aktivierung von Rezeptoren beschrieben, die
fiir die Induktion von Apoptose liber den extrinsischen Signalweg erforderlich sind,
beispielsweise CD95 [83,84,139-143]. Die Regulation erfolgt dabei auch iiber p53 response
elements im CD95-Gen [143]. Dahingegen ist durch ANp63 eine Hemmung dieses Rezeptors
im HCC beschrieben [144]. Eine komplette Trennung der pro- und anti-apoptotischen
Eigenschaften dieser verschiedenen Formen der Transkriptionsfaktoren ist allerdings nicht
immer eindeutig moglich [91].

Initial wurden fiir p63 sechs verschiedene Isoformen beschrieben [127], drei TA- sowie drei
AN-Formen bei drei Promotoren. TAp63a, TAp63 und TAp63y entstehen bei identischem
5¢-Promotor durch alternatives Splicing am 3‘-Ende, ANp63a, ANp63p und ANp63y durch
einen abweichenden Promotor [91,93]. Mittlerweile wurden zusitzlich 6- und e-Isoformen
sowie eine AAN-Form, der 26 Aminosduren im Vergleich zur AN-Isoform fehlen,
nachgewiesen. Die Expression dieser Isoformen bzw. ihre Kombination ist spezifisch fiir
bestimmte Zellarten oder Entartungsmuster [145]. TAp63 findet sich dabei vor allem in Herz,
Hoden, Thymus und (Klein-)Hirn [129]. In neonatalen sympathischen Nervenzellen wurde
vorwiegend eine Expression von TAp63a und TAp63y nachgewiesen [130]. ANp63 zeigt sich
vor allem in Niere, Milz, Thymus und Epithelien [129]. Insbesondere fiir die physiologische
Epithelentwicklung ist tiiberwiegend ANp63 relevant [131,146], bei zunehmender
Ausdifferenzierung von Keratinozyten hingegen nimmt der zellulire ANp63-Gehalt ab [146].

Neben dem unterschiedlichen Vorkommen der Isoformen im Gewebe sind auch divergente
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Funktionen der Proteine beschrieben. Wéhrend durch TAp63a und TAp63y in Neuronen eine
Induktion von Apoptose nachgewiesen wurde, zeigt ANp63a anti-apoptotische Eigenschaften
[130]. TAp63a vermittelt Chemosensitivitdt [131,141], ANp63a werden gegenteilige Effekte
zugeschrieben [131,144]. Dies wird durch unterschiedliche Regulationsmechanismen und
verschiedene Zielgene erklart. Der dominant-negative Effekt der ANp63-Isoformen
gegeniiber TAp63 ergibt sich dabei zum einen durch Hemmung von Bindestellen der TA-
Formen, zum anderen durch direkte Protein-Protein-Interaktionen [131]. Als Zielstrukturen
dienen TAp63 zur Induktion von Apoptose bei DNA-Schdden die Gene NOXA und PUMA in
Oozyten [129], in Neuronen wird Zelltod Bax-abhédngig durch TAp63a und TAp63y ausgeldst
[130]. Zellzyklusarrest wird anhand einer vermehrten Expression von p21 mit Hemmung
Cyclin-abhédngiger Kinasen vermittelt [129]. Dahingegen hemmt ANp63 durch negative
Regulation pro-apoptotischer Faktoren Zelltod sowohl im extrinsischen, als auch im
intrinsischen  Weg [144]. ANp63-Isoformen begiinstigen zudem Zellproliferation
und -adhision und zeigen in Karzinomzellen hiufig Uberexpression [95]. Einfluss auf den
Zellmetabolismus wird durch Expressionssteigerung von GLUT1 vertibt [129].

Fiir p73 sind sieben unterschiedliche Splice-Varianten, benannt von a bis 1, sowie zwei
Promotoren bekannt. Diese sind fiir die Bildung der TA- und AN-Form notwendig [94]
(Abb. 10). Die ANp73-Isoformen, ausgehend von einem Promotor im Intron 3 [90], weisen
iiberwiegend dominant-negative FEigenschaften gegenliber TAp73 und p53 auf. Da
grofBtenteils onkogene Effekte vermittelt werden, wie beispielsweise Hemmung von Apoptose
[140,147], iiberrascht die Uberexpression von ANp73 in Karzinomen von Kolon, Lunge oder
Ovar nicht [96]. In der physiologischen Entwicklung von Zellen zeigt sich ein komplexes
Zusammenspiel verschiedener Isoformen. ANp73f bildet die iiberwiegend nachweisbare
Form in sympathischen neuronalen Zellen in der Zellkultur und hemmt deren Apoptose [148].
Im Gegensatz dazu ist fiir die Ausbildung von Dendriten und Axon TAp73 relevant
[112,133]. Bei Verlust von TAp73a, das die SAM-Domine beinhaltet, zeigt sich zudem eine
Bildungsstorung des Hippocampus [112,133,134,149]. Die Regulation des Metabolismus
sowie der terminalen Differenzierung von Nervenzellen obliegt ebenfalls TAp73 [112]. Es ist
zudem fiir die Ausbildung der Mitose- und Meiose-Spindeln relevant. Daher fiihrt ein Verlust
von TAp73 zu Infertilitdt [90]. Die Ziliogenese der respiratorischen und neuronalen Gewebe
ist bei Verlust von TAp73a hingegen nicht beeintrdchtigt, am ehesten bedingt durch
iiberlappende Funktionen von TAp73a und TAp73B, die zu einem Ausgleich bei
Expressionsverdnderungen einzelner Isoformen fiihren konnen [149]. In Analogie zu p63 ist

auch fiir TAp73 eine gesteigerte Sensitivitit von Zellen gegeniiber Chemotherapeutika
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beschrieben, wohingegen ANp73 ein vermindertes Ansprechen vermittelt. Letzteres wird
daher auch als negativer prognostischer Faktor gewertet [ 140].

Auch fiir das p53-Protein selbst sind mittlerweile zwolf verschiedene Isoformen bekannt [91],
die sich durch unterschiedliche Affinitét zu ihren jeweiligen Zielstrukturen auszeichnen [115].
Zu diesen zdhlen p53, pS3B, p53y, A40p53a, A40pS53B, A40p53y, A133pS3a, A133p534,
A133p53y, Al160p53a, A160p53B und Al160p53y, gebildet durch drei verschiedene
Promotoren im 7P53-Gen [91].

Beziiglich der Regulation dieser unterschiedlichen Proteine wurden Wechselwirkungen und
gegenseitige Beeinflussung der Expression und Aktivitit gezeigt. Die Expression von p53 und
TAp73 beispielsweise fithrt zu einer Induktion von ANp73, wihrend die Expression von
ANp73 zu einer Hemmung der Transkription des 7P53- und 7P73-Gens fiihrt. Diese
gegenseitige Regulation begiinstigt die Homdostase der unterschiedlichen Isoformen und ihrer
Funktionen [150,151]. Durch Autoregulation wird bei starker Expression von ANp73 zudem
eine Selbsthemmung der Biosynthese dieses Proteins ausgeldst [150]. Durch p53 wurde eine
Reduktion von ANp63 [152] sowie von TAp63y [153] beobachtet. Letzteres wirkt zudem iiber
eine positive Riickkopplung auf ANp63 [153,154]. Auch eine Regulation von TAp73 durch
ANp63a. ist mdglich. Eine Uberexpression des dominant-negativen Proteins fiihrt dabei zu
einer Aktivititseinschrinkung von TAp73p [155]. Ebenso ist durch ANp63a eine Suppression
von TAp63y und p53 moglich [127].

Zur Persistenz physiologisch arbeitender Zellen ist vor allem die Dominanz
tumorsuppressiver gegeniiber onkogenen Funktionen entscheidend. Die Aktivitit der
antitumordsen Komponenten der p53-Familie, die zur Induktion von Apoptose bei DNA-
Schiaden nétig ist, bleibt hierbei durch die kurze Halbwertszeit der ANp73-Formen und eine
im Verhiltnis 10- bis 100-fach hohere Expression der TAp73-Formen erhalten [150,151]. Im
Rahmen von Karzinomen hingegen sind Dysregulationen in der Homoostase der meist
onkogenen AN-Formen und tumorsuppressiv wirkenden TA-Formen mdglich und fiir

verschiedene Tumorentitdten nachgewiesen [115].
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Abb. 10: Aufbau des 7P73-Gens. Ausbildung unterschiedlicher Isoformen durch
alternatives Splicing und verschiedene Promotoren (modifiziert nach [91]). TA-Formen
bestehend aus Transaktivierungsdomédne (TAD), DNA-Bindungsdomine (DBD) und
Oligomerisierunsgdoméne (OD), AN-Formen ohne TAD.

1.4 microRNAs

Neben dem Einfluss der p53-Familie auf Tumorgenese und -suppression fiel in den letzten
Jahren das Augenmerk in der Untersuchung von Zellsignalwegen vermehrt auf kleine
Molekiile, die sogenannten microRNAs (miRs). Diese bezeichnen kurze, nicht-codierende
RNA-Molekiile mit einer GroBle von ca. 22 Nukleotiden, die der Genregulation auf
translationaler Ebene dienen [156]. Seit der Erstbeschreibung der miR lin-4 im Jahr 1993
[157] wurden viele weitere, bis dato 800 verschiedene miRs beim Menschen entdeckt, die an

der Regulation etwa der Hélfte der Protein-kodierenden Gene beteiligt sind [158].

1.4.1 Synthese von miRs

Die Bildung der miRs findet im Zellkern statt. Zuerst transkribiert die RNA-Polymerase II (in
manchen Féllen auch die RNA-Polymerase III [159]) DNA aus Introns Protein-kodierender
Gene oder aus anderen, unabhidngigen DNA-Abschnitten, in doppelstringige primary
microRNA (pri-miR). Diese wird im Anschluss am 5°‘-Ende mit einer Kappe und am 3‘-Ende
mit einem Poly-A-Schwanz versehen, bevor ein erster Prozessierungsschritt im Nukleus
erfolgt. Hierbei wird die pri-miR durch das RNase-III-Enzym Drosha in die etwa
70 Nukleotide messende precusor microRNA  (pre-miR) prozessiert, die eine
Schlaufenstruktur aufweist (Abb. 11a)). Auch die Bildung mehrerer verschiedener pre-miRs
aus einer pri-miR ist mdoglich. Drosha kollaboriert dabei in einem Mikroprozessor mit
DGCRS, das als Bindungsprotein fiir dsSRNA notwendig ist, und weiteren Kofaktoren,
beispielsweise den Helikasen p68 und p72. AnschlieBend wird die pre-miR iiber Exportin-5
anhand eines zwei Nukleotide messenden 3‘-Uberhanges erkannt und energieabhiingig iiber
Kernporen ins Zytoplasma transportiert. Dort wird sie iiber das RNase-III-Enzym Dicer in die

reife, noch immer doppelstringige miR mit einer Linge von ca. 22 Nukleotiden prozessiert.
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Zur Erhoéhung der Bindungsspezifitdt werden dabei die Kofaktoren PACT und TRBP, das
auch die genaue Spaltungsstelle beeinflusst, bendtigt. Die doppelstringige miR besteht aus
einem Leitstrang, der im Allgemeinen als miR bezeichnet wird, und einem komplementéren
Strang, der die Kennung miR* trdgt. Nach Trennung der beiden Stringe kommt es zur
Bildung des RNA-induced silencing complex (RISC), der meist aus dem Leitstrang, Ago2,
GW182, Dicer, TRBP und PACT besteht [157,158,160—164] (Abb. 11b)).

a)
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Abb. 11: Aufbau und Bildung von miRs. a) Struktur der pre-miR-34a (nach
www.mirbase.org), b) klassischer Bildungsweg der miRs (modifiziert nach [163]).

Neben diesem klassischen Bildungsweg der miRs ist auch ein alternativer Syntheseprozess
bekannt. Die pri-miR wird dabei ohne Modifikation durch das Enzym Drosha und dessen
Kofaktoren durch Splicing in eine pre-miR iiberfiihrt. Hierbei werden Introns, auch genannt
mirtrons, aus pri-miR oder mRNA freigesetzt, die dann die Funktion der pre-miR tibernehmen

[157,163-165].
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Wie bei vielen anderen RNA- und Proteinmolekiilen ist auch bei miRs die Bildung
verschiedener Isoformen, genannt Isomirs, moglich, die unterschiedliche Wirksamkeit und
Zielstrukturen aufweisen. Bei Verdnderungen am 5°‘-Ende der RNA, beispielsweise durch
unterschiedliche Prozessierung, verdndert sich die Bindungsstelle zur Ziel-mRNA. Daher
nehmen 5°-Isomirs Einfluss auf die Expression unterschiedlicher Gene. Daneben sind — zum
Beispiel durch Resektion von Basen am 3‘-Ende (trimming) oder durch Kopplung weiterer
Adenosin- oder Uracil-Basen (failing) durch TNTasen — auch Verdnderungen am 3‘-Ende der
miR mit Bildung verschiedener Isoformen moglich. Da es sich hierbei nicht um den mRNA-
bindenden Teil des Molekiils handelt, gibt es typischerweise keine direkten Auswirkungen auf
die Auswahl der Zielstrukturen. Allerdings bewirken diese Modifikationen Abweichungen der
Halbwertszeit sowie der Wirkeffektivitit. Interne Isomirs entstehen durch eine Desaminierung
von Adenosin zu Inosin durch das Enzym ADAR [163]. Dabei kommt es durch enzymatische
Katalyse zu einer Verdnderung der Basenpaarung und der sterischen Eigenschaften.
Konsekutiv variiert dadurch die Aktivitit von Drosha und Dicer [158]. Diese Art von miR-

Isoform ist eher selten und weist meist keine Relevanz fiir die Funktion der miR auf [163].

1.4.2 Regulation der Bildung und Funktion von miRs

Die Regulation der miR-Synthese erfolgt auf unterschiedlichen Ebenen. Hierbei spielen
Feedback-Schleifen eine entscheidende Rolle, die durch gegenseitige Beeinflussung
verschiedener Faktoren die Aufrechterhaltung der Homdoostase unterstiitzen. Im Zellkern wird
vor allem Drosha beeinflusst. Der Kofaktor DGCRS8 trigt dabei einerseits zu einer
Stabilisierung des Enzyms bei, andererseits fiihrt dieses zu Spaltung und Abbau von DGCRS-
mRNA. Him-Proteine dagegen begiinstigen durch Bindung und Induktion von Dimeren die
Funktionsfdhigkeit und damit die Prozessierung von pri-miRs [158]. Daneben bedingen auch
Strukturen, die keine Bestandteile des beschriebenen Syntheseweges sind, Verdnderungen der
miR-Expression. p53 fiihrt durch Steigerung der Aktivitdt von Drosha zu einer vermehrten
Bildung verschiedener miRs, unter anderem miR-34a, miR-145, miR-192 und miR-194 [164].
BRCALI, der vielleicht bekannteste Tumorsuppressor im Mammakarzinom, triagt durch direkte
Bindung an pri-miRs zu einem gesteigerten Gehalt an let-7a-1, miR-34a und miR-145 bei
[164]. ADARI, das durch Bindung von DGCRS8 dessen Interaktion mit Drosha verhindert,
fiihrt zu einer Einschrankung der Prozessierung von miRs. Mutationen des Transportproteins
Exportin-5 wiederum bewirken eine Akkumulation der pre-miRs im Nucleus mit
konsekutivem Abbau und Verminderung der Expression reifer miRs [164].

Im Zytoplasma erfolgt die Regulation des Enzyms Dicer durch Interaktion mit dessen

Kofaktoren. Bei verminderter Expression von TRBP wird die Stabilitit des Molekiils
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eingeschrankt, sodass es zu Fehlern bei der Prozessierung der miR-Vorstufen kommt.
Dagegen fiihrt eine Phosphorylierung von Serin-Resten von TRBP durch den MAPK/ERK-
Signalweg zu einer Stabilisierung dieses Kofaktors [158]. Des Weiteren fiihrt mutiertes p53,
wie es in vielen Karzinomentititen vorkommt, zusammen mit TAp63 zu einer Hemmung des
Enzyms Dicer. Daneben ist auch Ago2 an der Regulation der miR-Synthese unter Einfluss
verschiedener Faktoren beteiligt. Durch hypoxische Zusténde, beispielsweise in Tumorzellen,
wird eine vermehrte Hydroxylierung des Proteins erreicht, die fiir die Bildung des RISC
entscheidend ist. Funktionsfdhigkeit und Aktivitit reifer miRs werden so begiinstigt. Auch die
Stabilitdt der miRs wird durch Ago-Proteine gesteigert [164]. Eine hohe Komplementaritét
der miR zu ihrer Ziel-mRNA bewirkt zudem einen beschleunigten Abbau der miR. Diese
Ubereinstimmung begiinstigt Modifikationen im Sinne des tailing und trimming, die die
Halbwertszeit der miR verdndern und zur Degradation beitragen. Die dafiir notige
ausgepragte kongruente Basenpaarung zwischen mRNA und miR ist zwar selten und die
Funktion dieses Mechanismus nicht abschlieBend gekldrt, eine Beteiligung an der
Aufrechterhaltung der Homdostase in der Genregulation ist jedoch wahrscheinlich [163].

Auch die Regulation der miR-Funktion ist vielfiltig und wird zum Teil iiber Faktoren
vermittelt, die bei der Expression anderer Gene und Signalwege eine Rolle spielen. Zu diesen
gehoren beispielsweise p53, Myc, MEF2, PU.1 und REST. RNA-Bindeproteine beeinflussen
die Interaktion zwischen miR und Zielstruktur. Durch kompetitive Eigenschaften wird die
Bindung an die Ziel-mRNA und damit die Funktionalitit moduliert. Daneben {iben
epigenetische Verdnderungen, wie Modifikationen der Methylierungsmuster, oder
Variationen an Histonen, ausgeldst durch Histon-Deacetylasen, Einfluss auf die Aktivitit von
miRs aus. Derartige Abweichungen konnen Expression und Funktion der miRs enorm
beeintrdchtigen und auch begiinstigend auf die Entwicklung und Aufrechterhaltung von

Karzinomerkrankungen wirken [164].

1.4.3 Wirkweise von miRs

Der Wirkmechanismus von miRs &hnelt dem von small interfering RNAs (siRNAs) und ful3t
auf zwei Sdulen. Dabei ist die Basenpaarung zwischen den Nukleotiden zwei bis acht am
5‘-Ende der miR gegeniiber ihrer Zielstruktur entscheidend [165]. Bei vollstindiger
Komplementaritidt der miR-Sequenz mit der Sequenz der Ziel-mRNA kommt es zu deren
Abbau iiber den RISC. Dieser Prozess wird von Ago2 unter Mitwirkung von
GW182-Proteinen als Kofaktoren katalysiert [158,166,167]. Auf diese Weise werden die
Translation und damit die Bildung des Genprodukts komplett unterbunden. Sofern die

Sequenz der miR und der Ziel-mRNA nicht vollkommen iibereinstimmen und somit keine
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absolute Basenpaarung beider RNA-Molekiile moglich ist, wird die Ubersetzung der Ziel-
mRNA in ihr Proteinpendant lediglich vermindert, aber nicht vollstindig aufgehoben. Dies
kann entweder durch Hemmung der Translationsinitiation [168] oder durch Unterbrechung
des Kontaktes zwischen Ribosomen und mRNA nach Bindung der miR geschehen [169]. Der
genaue Mechanismus der Translationshemmung wurde in verschiedenen Modellen
beschrieben. Durch Konkurrenz zwischen dem RISC und dem Kofaktor eIF4E, der zur
Initiation der Translation nétig ist, wird eine Form der kompetitiven Hemmung vermutet. So
wird die Bindung zwischen Translationsfaktor und mRNA und somit die Ubersetzung in ein
Protein verhindert. Andere Formen der Translationshemmung werden einer Vermittlung
durch den RISC zugeschrieben. Demnach soll dieser durch Deadenylierung des mRNA-Endes
die physiologisch auftretende zirkuldre Formation der mRNA im Ribosom stdren, sodass eine
Translation nicht moglich ist. Auch eine Hemmung der Kopplung der 40S- und 60S-
Untereinheit des Ribosoms durch den RISC wird angenommen [165]. Aufgrund der Vielzahl
an Theorien und der divergenten Datenlage beziiglich der Wirkung der miRs steht eine

abschlieBende Klarung des Mechanismus aber noch aus.

1.4.4 Physiologische und pathophysiologische Funktionen von miRs

Nicht-codierende RNA-Molekiile, zu denen auch miRs zdhlen, wurden lange Zeit als
sogenannte ,,junk RNA“ ohne relevante Funktionen fiir Zellen und Organismen betrachtet.
Heute hingegen ist eine Vielzahl von Signalwegen bekannt, in denen vor allem miRs eine
entscheidende Rolle spielen, sowohl im Bereich der physiologischen Entwicklung als auch in
der Karzinogenese [170]. Hierzu zdhlen beispielsweise Wirkungen auf Differenzierung und
Entwicklung von Zellen, Apoptose und Zellwachstum [95]. Zudem wurden Interaktionen mit
grolem FEinfluss auf Tumorgenese und Metastasierung bzw. auf das Ansprechen von
Krebserkrankungen auf verschiedene Therapien festgestellt. Im Rahmen dessen wurden
unterschiedliche Zielgene von miRs ermittelt und einzelnen miRs bestimmte Funktionen
zugeordnet, zum Teil als Tumorsuppressoren, zum Teil als Onkogene (Tabelle 2). In diesem
Zusammenhang besteht Hoffnung auf den Einsatz von miRs als Marker fiir
Krebserkrankungen und als Zielstrukturen fiir Therapieansdtze [170]. Auch fiir einzelne
Karzinome, wie beispielsweise das HCC, wurden in einer Vielzahl von Studien verschiedene
miRs, deren Zielgene sowie ihr Einfluss auf Entstehung, Aufrechterhaltung und
Therapieansprechen untersucht. Auch hier wurden sowohl onkogene als auch

tumorsuppressiv wirkende Molekiile identifiziert [170,171] (Tabelle 3 und 4).
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miR-34a

Tumorentitit Zielgen Funktion Referenz
Cholangiozelluldres SMAD4 Hemmung von EMT [172]
Karzinom
Glioblastom Notch-2, Hemmung von Proliferation [173]
YY-1,
PDGFRA
Kolonkarzinom CDK4/6, Induktion von Zellzyklusarrest, [173]
CCNE2, Regulation von EMT, Hemmung von
SNAIL, Proliferation, Migration und Invasion
AXIN2,
MET, E2F3
Lungenkarzinom CCNE2, Induktion von Zellzyklusarrest, [173]
MET Hemmung von Migration und Invasion
Mammakarzinom Fra-1 Hemmung von Migration und Invasion  [173]
Neuroblastom N-MYC Induktion von Zellzyklusarrest [173]
Prostatakarzinom CDK6 Induktion von Zellzyklusarrest [173]
miR-145
Tumorentitit Zielgen Funktion Referenz
Kolonkarzinom FLI1, IRS-1, Hemmung von Proliferation, [174—
c-Myec, Induktion von Zelltod 176]
STATI,
PPP3CA,
CBFB, YES
Lungenkarzinom Akt Hemmung von Proliferation [175]
Magenkarzinom MYO6 Hemmung von Migration, [177]
Metastasierung und EMT
Mammakarzinom JAM-A, Hemmung von Proliferation, [176,178—
Rhotekin, Invasion und Metastasierung 180]
Mucin-1,
c-Myc
Urothelkarzinom PPP3CA, Induktion von Zelltod [175]
CBFB, YES,
STATI1
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miR-149-5p

Tumorentitiit Zielgen Funktion Referenz

AML FASLG Hemmung von Apoptose [181]

Glioblastom AKTI1 Hemmung von Proliferation [181]

Kolonkarzinom EphB3 Hemmung von Migration und Invasion  [181]

Kolorektales Karzinom FOXMI1 Hemmung von Migration und Invasion, [181]
Steigerung  der  Chemosensitivitét
gegeniiber 5-FU

nicht-kleinzelliges FOXM1 Hemmung von EMT [181]

Lungenkarzinom

Magenkarzinom ZBTB2 Hemmung von Proliferation und [181]
Zellzyklus

Mammakarzinom Rapla, Hemmung von Migration und Invasion, [181]

Rapl1b, Steigerung der Chemosensitivitét
NDST1

Neuroblastom Rap1 Hemmung von Proliferation [181]

Nierenzellkarzinom FOXM1 Hemmung von Proliferation, Migration [182]
und Invasion

Schilddriisenkarzinom  FOSL1 Hemmung von Proliferation [181]

miR-149-3p

Tumorentitiat Zielgen Funktion Referenz

Melanom GSK3a Induktion von Apoptoseresistenz [181]

Nierenzellkarzinom FOXMI1 Hemmung von Proliferation, Migration [182]
und Invasion

T-ALL JunB Steigerung der Proliferation, [181]
Verminderung von Apoptose

Zervixkarzinom PLK1 Induktion von Apoptose [183]
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miR-192

Tumorentitit Zielgen Funktion Referenz
Kolorektales Karzinom DHFR Hemmung von Proliferation, [184]
Zellzykluskontrolle, Steigerung der
Sensitivitdt gegeniiber Methotrexat
Lungenkarzinom RBI Induktion von Apoptose, [185]
Hemmung von Proliferation
Magenkarzinom ALCAM Steigerung von  Proliferation und [186]
Migration
Multiples Myelom IGF-1, Hemmung von Proliferation und [187]
IGF-1R, Migration
MDM?2
Nierenzellkarzinom ZEB2, Hemmung von Migration und Invasion  [188]
MDM2,
TYMS
Osteosarkom TCF7 Hemmung von Proliferation, Migration [189]
und Invasion, Induktion von Apoptose
Osophageales BIM Hemmung von Apoptose [190]
Plattenepithelkarzinom
Prostatakarzinom NOBI Induktion von Zellzyklusarrest, [191]
Hemmung von Proliferation und
Migration
miR-194
Tumorentitit Zielgen Funktion Referenz
Blasenkarzinom RAP2B, Hemmung von Proliferation, Migration [192,193]
E2F3 und Invasion
Glioblastom IGF-1R Induktion von Apoptose, [194]
Hemmung von Proliferation
Magenkarzinom KDMS5B Hemmung von Proliferation, Migration [195]
und Invasion
Multiples Myelom MDM?2 Hemmung von Proliferation und [187]
Migration
Nierenzellkarzinom ZEB2, Hemmung von Migration und Invasion  [188]
MDM2,
TYMS
Osteosarkom CDH2 Hemmung von Proliferation und [196]
Migration, Induktion von Apoptose
Laryngeales Weel Hemmung von Proliferation, Migration [197]
Plattenepithelkarzinom und Invasion
Osophageales KDMS5B Hemmung von Proliferation und [198]

Plattenepithelkarzinom

Invasion, Induktion von Apoptose

Tabelle 2: Wirkungen ausgewiihlter miRs in verschiedenen Karzinomentit:iten.
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Tumorsuppressive miRs im HCC

miR Zielstruktur Wirkung Referenz
miR-18a ERa Reduktion HCC-Bildung bei [171]
HBV-positiven Frauen
miR-23a XIAP Induktion von Apoptose [171]
miR-26a ERa, CCND2, Verminderung der Zell-Lebensfahigkeit [171]
CCNE2
miR-29¢ WIP1 Induktion von Apoptose, Hemmung [199]
von Proliferation, Zellzyklusarrest
miR-34a MET, HNF4A, Hemmung von Proliferation, [171,200]
CCND1, Bcl-2 Metastasierung und Invasion, Induktion
von  Apoptose,  Steigerung  der
Chemosensitivitit gegeniiber Sorafenib
miR-122 CCNGl1, CUTLI, Hemmung von Invasion, Proliferation [170,171]
WNTI, MYC, KLF6 und Metastasierung, Zellzyklusarrest
miR-122* MDM?2 Induktion von Apoptose, [171]
Hemmung von Proliferation
miR-124 STAT3, PIK3CA Zellzyklusarrest, [170]
Hemmung von Proliferation
miR-125-5p; SIRT7 Zellzyklusarrest, [171]
miR-125b Hemmung von Proliferation
miR-127 MMP13 Hemmung von Migration und Invasion [201]
miR-145-5p MDM2, HDACI11 Induktion von Apoptose, [171,202]
Hemmung von Proliferation und
Metastasierung, Reduktion der
Resistenz gegeniiber Sorafenib
miR-148a HPIP Hemmung von Proliferation, Migration, [203]
Invasion
miR-149-5p PPMI1F, AKT1 Hemmung von Proliferation und [181]
Metastasierung
miR-194 N-Cadherin, RAC1, = Hemmung von Proliferation, Migration, [170]
HBEGEF, IGF-1R, Invasion und Metastasierung, [204—
PRC1, TRIM23, Regulation von EMT, Steigerung der 206]
C210RF91,CDH2  Chemosensitivitit gegeniiber Sorafenib
miR-200a CDK6 Zellzyklusarrest, [207]
Hemmung von Proliferation
miR-200b/a ZEBI1, ZEB2 Regulation von EMT [171]
miR-194-1/215
miR-194-2/192
miR-214 EZH2, CTNNBI1 Zellzyklusarrest, Hemmung von [170]
Proliferation und Invasion
miR-379 IGF-1IR Steigerung  der  Chemosensitivitit [208]
gegeniiber Doxorubicin, Paclitaxel und
5-FU in HepG2- und Huh-7-Zellen
miR-1188 Bcl-2, Spl Hemmung von Proliferation, Invasion [209]
und Migration, Induktion von Apoptose
miR-1246 NFIB Induktion von Apoptose, Hemmung [210]

von Proliferation, Induktion durch p53

Tabelle 3: Tumorsuppressive miRs und ihre Zielgene und Funktionen im HCC.
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Onkogene miRs im HCC

miR Zielstruktur Wirkung Referenz
miR-21 HBPI, PTEN, Zellzyklusprogression, Lipogenese, [170,211]
PDCD4, TP53, hepatische Lipidakkumulation
SOX4
miR-24 TP53 Begiinstigung von  Metastasierung, [212]
Migration und Invasion
miR-34a MET, HNF4A, bei B-Catenin-Mutation Begiinstigung [171]
CCND1 HCC-Entstehung und -Progress
miR-155 Oct-4, TP53INPI Hemmung der tumorsuppressiven [170]
Eigenschaften von TP53INP1,
Homoostase des Immunsystems,
Regulation der Differenzierung
hdmatopoetischer Stammzellen
miR-192-5p SEMA3A Begiinstigung von Proliferation, [213]
Migration, Invasion und
Metastasierung
miR-221 CDKN2B, Steigerung von Proliferation [171]
CDKN2C, PTEN,
TIMP3, MDM2
miR-452 SOX7 Verdanderung von Stammzellen und [170]
Tumor-Stammzellen
miR-519d PTEN, AKTS3, Begiinstigung von Proliferation und [171,214]
CDN2A, TIMP2, Invasion, Hemmung von Apoptose
CDKNI1A/p21
miR-1228 TP53 Begiinstigung von Proliferation, [171]

Invasion und Metastasierung

Tabelle 4: Onkogene miRs und ihre Zielgene und Funktionen im HCC.
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1.5 Wechselwirkungen zwischen der pS3-Familie und miRs

1.5.1 p53 und miRs

Da miRs sowohl tumorsuppressive als auch onkogene Eigenschaften aufweisen kdnnen [215],
liegen Interferenzen mit den Transkriptionsfaktoren der p53-Familie nahe. miRs stellen
direkte Zielstrukturen der verschiedenen Proteine der p53-Familie dar, konnen sie aber
umgekehrt auch selbst beeinflussen. Dadurch wird klar, dass miRs durch die inhibitorische
Wirkung auf die Expression von Onkogenen und Tumorsuppressoren eine entscheidende
Rolle bei der Entstehung oder Verhinderung von Karzinomen spielen konnen
[171,209,210,212,214-216]. Relevant sind dabei auch die unterschiedlichen Funktionen der
miRs in Abhédngigkeit des Gewebes, in dem sie gebildet werden. Je nach Entitdt der Zellen
sind tumorsuppressive oder onkogene Wirkungen mdglich. Die tumorsuppressiven Effekte
der p53-Familie werden somit nicht nur durch direkte Bindung ihrer Zielgene vermittelt,
sondern auch durch die Expressionsverdnderung von miRs und durch deren Translations-
inhibitorische Wirkung [215]. Beispielsweise wird durch die Bindung von p53 an den
Promotor von miR-34a oder miR-34b/c die Expression von Mitgliedern der tumorsuppressiv
wirkenden miR-34-Familie induziert. Konsekutiv kommt es dann zu einer Hemmung von
miR-34-Zielgenen, die zur Steigerung der Zellproliferation sowie zur Regulation von
Apoptose, Seneszenz und Zellzyklusarrest beitragen [215,217,218]. Als Zielstrukturen dienen
dabei beispielsweise Cyclin E2, CDK4, CDK6, E2F, MYCN und Bcl-2 [217-219].
Gleichzeitig erklart sich dadurch auch die verminderte Expression dieser miRs bei reduzierten
p53-Leveln in einigen Tumorentititen, die mit der Tumorgenese in Verbindung gebracht
wird [217,218,220]. So wurde beispielsweise bei CLL-Erkrankungen eine verringerte
Expression von miR-34a bei Vorliegen von p53-Mutationen oder -Deletionen gezeigt [219].
Auch fir miR-145, kodiert auf Chromosom 5q32-33 [175], wurde eine direkte Regulation
durch p53 beobachtet. Die Bindung von p53 an den Promotor flihrt zu einer gesteigerten
Expression dieser ebenfalls tumorsuppressiven miR. Diese wiederum dient der negativen
Regulation des Proteins c-Myc, das als proliferationssteigerndes Onkogen wirkt [217,218].
Als weitere Zielgene wurden in Urothelkarzinomen PPP3CA, CBFB, STAT1 und YES [175],
im Kolonkarzinom IRS-1, Cyclin D1, FLI1 und elF4E identifiziert [174,175]. In Letzterem
wurde auch ein Einfluss auf den PI3K-, WNT- und MAPK-Signalweg nachgewiesen [221]. In
Mammakarzinomzellen zeigte sich zudem eine p53-abhidngige Wirkung von miR-145 auf
Mucin-1, Rhotekin und JAM-A mit konsekutiver Hemmung von Proliferation und Invasion,

vermehrter Apoptose sowie reduzierter Zellmotilitdt [176,178—180]. In Analogie zu miR-34a
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findet sich auch bei miR-145 in Karzinomen zum Teil eine verminderte Expression
[175,222,223], die mit einer schlechteren Prognose assoziiert sein kann [221].

Daneben sind weitere miRs bekannt, die einer Aktivierung durch p53 unterliegen,
beispielsweise miR-192, miR-194, miR-215 [109,215,217], miR-107, miR-605 [215,217]
sowie miR-128 [224]. Dabei wirken miR-215 und miR-192 auf Regulatoren der DNA-
Synthese und des Zellzyklus, unter anderem auf CDC7 oder CULS, und sind so
beispielsweise an der Induktion von Zellzyklusarrest beteiligt [217]. miR-128 dagegen tragt
durch Hemmung von Prohibitin zur Apoptose bei [224].

Auch eine direkte Hemmung der miR-Expression durch die Wirkung von p53 ist moglich.
Diese wurde fiir miR-17-92, miR-224 und miR-502 beschrieben. Durch Bindung an die
DNA-Promotoren schriankt der Tumorsuppressor die Bildung dieser miRs ein und vermittelt
damit wiederum tumorsuppressive Funktionen, wie Apoptose und Wachstumsstillstand. Auch
Mutationen des p53-Proteins beeinflussen die Regulation der miRs. Indem mutiertes p53 an
miR-Promotoren bindet, wird die Expression tumorsuppressiver miRs unterbunden und die
onkogener miRs gesteigert [218].

miRs sind aber auch an der Regulation von p53 beteiligt. Durch die inhibitorische Wirkung
von miRs auf mRNA von Genen, die an der Steuerung der p53-Funktionen beteiligt sind,
wird die Aktivitit des Tumorsuppressors beeinflusst. miR-34a, die auch einer direkten
Regulation durch p53 unterliegt, trigt durch Inhibition von SIRT1 zu einer indirekten
Wirkungssteigerung bei. Da SIRT1 als Inhibitor von p53 agiert, wird durch dessen
verminderte Expression die Aktivitit von p53 erhoht. Als dhnliches Beispiel dient die
miR-29-Familie, die durch Translationshemmung von p85a, ebenfalls ein negativer Regulator
von p53, die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors positiv beeinflusst [217]. miR-25, miR-32,
miR-143, miR-145, miR-192, miR-194 und miR-215 tragen unter anderem durch Inhibition
von MDM2 zu einer gesteigerten Wirkung von p53 bei. Ahnliches gilt fiir miR-10a, miR-34a
und miR-887 durch die Inhibition von MDM4 [218]. miR-143, miR-145, miR-192, miR-194,
miR-215 und miR-605 sind dabei an einem Netzwerk reziproker Regulation mit dem p53-
Protein beteiligt. Durch die beschriebene Hemmung von MDM?2 als p53-Inhibitor wird die
Aktivitdt des Tumorsuppressors gesteigert. Da die Expression dieser miRs durch p53 selbst
vermittelt wird, ergibt sich hier eine Wechselwirkung im Sinne einer positiven
Regulationsschleife [215,218]. Dies zeigt auch, dass durch Inhibition bestimmter miRs
AktivitdtseinbuBlen des ,,Genomwachters® in Karzinomzellen vermittelt werden [215].

Im Umkehrschluss ist auch eine Hemmung von p53 durch onkogene miRs moglich.

miR-380-5p und miR-504 fiihren durch Inhibition von p53 zu einer gesteigerten Proliferation
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und Tumorbildung [215,218]. miR-125b hemmt durch Verminderung der p53-Expression die
Auslésung von Zelltod und iibt so onkogene Funktionen aus [217,218]. Ahnliches wurde auch
fiir miR-25, miR-30d, miR-33, miR-98, miR-150, miR-214 und viele weitere nachgewiesen
[218] (Abb. 12).

Wie bereits beschrieben nehmen die Transkriptionsfaktoren auch Einfluss auf die Regulation
der miR-Synthese. Demnach fordert pS3 die Prozessierung der pri-miR durch Interferenzen
mit Drosha, wihrend mutiertes p53 durch Wechselwirkung mit Dicer [215] sowie mit Drosha,
p68 und pri-miRs zu einer verminderten Bildung von reifen miRs fiihrt. Durch Interferenzen

mit Ago2 wird zudem die Bildung des RISC beeinflusst [218].
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Abb. 12: Zusammenspiel von p53 und miRs.

1.5.2 p63 und miRs

Ahnlich zu p53 sind auch fiir p63 direkte Regulationsmechanismen fiir miRs bekannt. Durch
Bindung an den Promotor von miR-200/b/a/429 werden die Mitglieder der miR-200-Familie
reguliert. Auch die Expression der miR-34-Familie, von miR-138 und miR-181 wird
beeinflusst. Dies kann zu Auswirkungen auf Zellproliferation, Invasion, Metastasierung und
Apoptose fithren. Daneben ist eine Regulation durch p63 fiir miR-130b, miR-155, miR-205
sowie miR-429 beschrieben [95,96]. Im Falle von miR-155 wird so eine Hemmung von
Tumorwachstum und Metastasierung vermittelt [225]. ANp63a inhibiert zudem miRs, die fiir
die Regulation der Seneszenz eine Rolle spielen, beispielsweise miR-130b, miR-138,

miR-181a, miR-181b sowie miR-193a [96].
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Neben der Einflussnahme von p63 auf die Expression der miRs ist auch eine umgekehrte
Regulation méglich [95]. miR-21, miR-30b/c und miR-302 inhibieren als Zielstruktur TAp63
und tragen so zur Entwicklung von Karzinomen bei [95,96,96,226]. miR-130a, miR-138,
miR-181a und miR-181b hemmen ebenfalls p63 und SIRT1 und beeinflussen so die
Zellalterung von Keratinozyten [225]. Des Weiteren steigert miR-92 durch negative
Regulation von p63 die Zellproliferation, auch miR-125b beeinflusst die Expression von p63
negativ [96]. Zellzyklusarrest und Proliferationshemmung durch miR-92 und miR-203
werden durch die Hemmung von ANp63 vermittelt [95].

In Analogie zu p53 wird auch durch p63 die Synthese der miRs gesteuert, indem p63 Dicer
[215,218] und ANp63 die Bildung des Kofaktors DGCRS beeinflusst [225].

1.5.3 p73 und miRs

Auch fiir p73 wurden bereits Interaktionen mit miRs beschrieben. In Konkordanz zu den
bekannten tumorsuppressiven Funktionen dieses Proteins wirkt es vor allem als direkter
Aktivator verschiedener, ebenfalls tumorsuppressiver miRs, beispielsweise miR-34a,
miR-145, der miR-200-Familie, miR-205, miR-1246 und miR-3158 [227]. miR-34a stellt
dabei ein direktes Zielgen von TAp73a und TAp73f dar [228,229]; miR-3158 wird ebenfalls
direkt durch TAp73p und TAp73y, nicht aber durch TAp73a, aktiviert. Gemeinsam ist diesen
miRs auch, dass sie durch ihre untergeordneten Zielstrukturen an der Regulation der EMT
beteiligt sind [228]. Die Expression von miR-200b-3p [230] wird durch direkte Interferenz
mit dem miR-200b/a/429-Promotor vermittelt [231]. miR-145 wird sowohl von TA- als auch
von AN-Formen des p73-Proteins beeinflusst. Aufgrund der sterischen Ndhe der Promotoren
ist hier auch eine Aktivierung von miR-143 durch diesen Transkriptionsfaktor nicht
auszuschlieBen [232]. Im Gegensatz dazu zeigt sich bei miR-205 eine gegenldufige
Regulation durch TAp73 und ANp73. Ersteres fiihrt zu einer Induktion der miR, Letzteres zu
einer Hemmung. Da miR-205 fiir die Aufrechterhaltung von Chemosensitivitit in
Karzinomzellen relevant ist, vermittelt ANp73 durch die inhibitorischen Effekte eine
Steigerung der Resistenz gegeniiber medikamentdser Tumortherapie [233]. Ahnliche Effekte
wurden auch fiir miR-885-5p nachgewiesen, die durch TAp73 aktiviert und durch ANp73
gehemmt wird [234]. An der Regulation von miR-1246 zeigt sich, dass konkordante Effekte
durch die Proteine der p53-Familie méglich sind. Diese miR wird sowohl von p73, als auch
von p63 und p53 induziert [235].

Umgekehrt ist auch eine Expressionsverdnderung des Transkriptionsfaktors durch miRs
moglich. Dabei wurden bis dato hdufiger hemmende als aktivierende Eigenschaften

beschrieben. miR-323 [236], miR-361-3p [237], miR-647 [238], miR-663b[239] und
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miR-1180-5p inhibieren in verschiedenen Zellarten oder Tumorzellen die Expression von p73
[240], wihrend miR-106b durch Suppression von Itch zu einem erhohten Gehalt durch
Stabilisierung von p73 in Leukdmie-Zellen fiihrt [241] (Abb. 13).

Zudem sind auch Interaktionen zwischen Transkriptionsfaktoren und miRs bekannt, die zur
Homdostase der Mitglieder der pS53-Familie untereinander beitragen. Ein Beispiel hierfiir
stellt die Regulation der miR-193a dar. Diese wird unter Einfluss von TAp73 gebildet, wirkt
selbst als Inhibitor von TAp73 und wird durch ANp63a gehemmt. Durch die dadurch
entstechende Feedback-Regulation kann ANp63a zu einer Steigerung der TAp73-Spiegel
beitragen [128,242].
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Abb. 13: Zusammenspiel von p73 und miRs.
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1.6 Zielsetzung

Als hiufiges und gesundheitsokonomisch relevantes Tumorgeschehen ist das HCC [1] gerade
wegen der eingeschriankten wirksamen therapeutischen Optionen und der zum Teil unklaren
Wirkmechanismen bestehender Therapien Gegenstand zahlreicher klinischer und Grundlagen-
orientierter Studien. In der vorliegenden Arbeit wurde der Schwerpunkt auf Interaktionen der
p53-Familie, miRs sowie verschiedener Therapiesubstanzen im HCC gelegt. Dabei wurden
miR-34a, miR-145, miR-149, miR-192 und miR-194 untersucht, die iliber verschiedene
Effektormechanismen bei priméren Lebertumoren als tumorsuppressiv beschrieben wurden
[171,181,200,204-206]. Ziel war, ihre Expression in Abhingigkeit der Expression von p73-
Isoformen genauer zu beleuchten. Die bekannten antagonistischen Eigenschaften von TAp73
und ANp73 [96] sollten dabei auf Ebene der miRs weiter analysiert werden. Die Wahl der
miRs wurde auch aufgrund vorheriger Arbeiten unserer Gruppe getroffen, da sich fiir sie
bereits teilweise p53- und p73-abhidngige Expressionsmuster gezeigt hatten [243]. Zum
Ausschluss einer Interferenz mit der Wirkung von p53 wurden iiberwiegend p53-defiziente
Hep3B-Zellen fiir die Zellkultur verwendet. Aufgrund der hdufig bei Malignomen
vorhandenen p53-Mutationen mit Verlust der physiologischen Funktion dieses
Transkriptionsfaktors [110,116] wurde so auch die Nihe zur klinischen Situation gewahrt. Zur
weiteren Evaluation eines klinischen Bezuges sowie einer moglichen therapeutischen
Relevanz dieser miRs stellte sich auch die Frage nach einer Wirkstoff-Abhangigkeit der
Expressionsraten. Zur Eruierung moglicher molekularer Wirkmechanismen von
Tumortherapeutika sollte daher der Einfluss der targeted therapies Sorafenib und Regorafenib
untersucht werden, die leitliniengemél Einsatz als first-line- und second-line-Therapien im
HCC finden [24,37]. Erweitert wurde das Wirkstoffspektrum um Tivantinib. Diese Substanz
hatte in einer Phase-II-Studie vielversprechende Vorteile beziiglich der Uberlebensraten
gegeniiber Placebo als second-line-Therapie gezeigt [76]. Die Ergebnisse der Phase-III-
Studie, die die Wirksamkeit von Tivantinib im HCC im klinischen Setting nicht bestétigten
[77], wurden erst nach Abschluss der Labortitigkeit zu dieser Arbeit verdffentlicht. Auf
molekularer Ebene besteht die Wirkung von Tivantinib in einer Hemmung der
Rezeptortyrosinkinase c-Met [70], fiir die Einfluss auf Tumorprogression und
Zellzykluskontrolle beschrieben wurde [244]. Aufgrund der chemischen Zugehorigkeit in die
Gruppe der Bisindolylmaleimide konnen zudem Effekte auf PKC relevant sein [73,74]. Auch
fir PKC-Inhibitoren sind potenzielle Regulationsmechanismen fiir Proliferation,
Differenzierung und Apoptose durch Verdnderung der miR-Expression beschrieben [245]. Da
im Rahmen der regulierten Signalwege Interaktionen mit verschiedenen miRs [246] auch im
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HCC nachgewiesen wurden [247-249], konnten relevante Effekte auch auf die Expression der
hier untersuchten miRs vermutet werden. Erginzt werden sollten die Analysen zur
Wirkstoffabhingigkeit einer miR-Expression um die Chemotherapeutika Doxorubicin und
Bleomycin. Beiden ist eine Induktion von DNA-Schiden [78,86,87] mit konsekutiver
Aktivierung der p53-Familie [102], insbesondere der TA-Isoformen [140], gemeinsam.
Zudem findet Doxorubicin im HCC Anwendung als Lokaltherapeutikum im Rahmen der
TACE [24,37]. Effekte auf tumorsuppressive miRs in Abhédngigkeit von p73-Isoformen lie3en
sich also auch hier vermuten. Um einen Zusammenhang potenzieller Substanzeffekte mit der
miR-Expression unter Einfluss dieser Transkriptionsfaktoren zu untersuchen, sollte eine
Differenzierung durch verschiedene Versuchsansitze mit und ohne Uberexpression von
TAp73 und ANp73 erfolgen. Neben den Verdnderungen der Expression von miRs und p53-
Familienmitgliedern, die mittels gqRT-PCR und Western Blot identifiziert werden sollten,
wurden auch Ansédtze mit MTS-Assays geplant. Hierbei sollte die Verdnderung der
Konzentration von Redox-Aquivalenten als Endpunkt einer mdglichen p73-abhingigen
Expressionsverdnderung von miRs im Zentrum stehen und Hinweise auf eine potenzielle
therapeutische Relevanz im Sinne einer verdnderten Stoffwechselaktivitit resultierend aus

Zelltod oder Zellzyklusarrest liefern (Abb. 14).
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Abb. 14: Untersuchung der Effekte einer Expression von p73-Isoformen und der
Behandlung mit verschiedenen Wirkstoffen auf das miR-Profil in HCC-Zellen.
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2  Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Geriite
Ger:iit Hersteller
Sterilbank Hera safe Heraeus Holding GmbH, Hanau

Forma Scientific CO,-Inkubator

Mikroskop Olympus CK 2
ZOE Fluorescent Cell Imager
TC 20 Automated Cell Counter
Megafuge 1.0 R

Heraeus Pico 17 Centrifuge

Eppendorf Centrifuge 5417 R
(Kiihlzentrifuge)
NanoPhotometer

T3 ThermoCycler
LightCycler® 480

EMax® Plus Microplate Reader

Consort EV 261 Electrophoresis Power
Supply

TE77XP Semi-Dry Transfer Unit
Wasserbad

Laborwaage L2200P-*D2
REAX 2000 Reagenzglasschiittler

Eppendorf Thermomixer comfort

Gefrierschrank Liebherr mediline

Thermo  Fisher  Scientific,  Waltham,
Massachusetts

Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Heraeus Holding GmbH, Hanau

Thermo  Fisher  Scientific,  Waltham,
Massachusetts

Eppendorf AG, Hamburg

IMPLEN GmbH, Miinchen

Biometra GmbH, Gottingen

Roche  Deutschland  Holding  GmbH,
Grenzach-Wyhlen

Molecular  Devices, LLC, Sunnyvale,
Kalifornien

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Hoefer Inc., Holliston, Massachusetts

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH,
Burgwedel

Sartorius GmbH, Gottingen

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Eppendorf AG, Hamburg
Liebherr-International Deutschland GmbH,
Biberach an der Rif3
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2.1.2 Laborbedarf
Bedarfsgegenstand

Bezugsfirma/ Hersteller

Eppendorf Easypet

175 em? Cell Culture Flask

6 Well Cell Culture Cluster with Lid,
costar®

Minimal Essential Medium Eagle
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Trypsin

Gentamicin-ratiopharm

Counting Slides, Dual Chamber for Cell
Counter

QIAshredder

96 Well Cell Culture Plate, costar®
LightCycler® 480 Multiwell Plate 384, white

PVDF Transfer Membrane, 0,45 pm

Eppendorf Research plus Pipetten, 10 pl,
20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl
Eppendorf Multipette M4

Falcon 15 ml/ 50 ml

PCR Soft Tubes, 0.2 ml

DNA-, DNase-, RNase-frei

Eppendorf Tubes, 1,5 ml, 2,0 ml, 5,0 ml
Pipettenspitzen mit Filter, 10 pul, 20 pl,
100 pl, 200 pl, 1250 pl

Vakuumfiltration 500 ,,rapid*‘-Filtermax

Eppendorf AG, Hamburg
Corning Inc., Corning, New York

Corning Inc., Corning, New York

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Ratiopharm GmbH, Ulm

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

QIAGEN GmbH, Hilde

Corning Inc., Corning, New York

Roche Deutschland  Holding  GmbH,
Grenzach-Wyhlen

Thermo  Fisher  Scientific,  Waltham,
Massachusetts

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Corning Inc., Corning, New York

Biozym  Scientific  GmbH,  Hessisch
Oldendorf

Eppendorf AG, Hamburg

nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe

TPP Techno Plastic Products AG,

Trasadingen, Schweiz
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2.1.3 Kits

Kit

Bezugsfirma

miRNeasy® Mini Kit

TagMan MicroRNA Reverse Transcription

Kit

Brilliant IIT Ultra-Fast QPCR Master Mix

QIAGEN GmbH, Hilden
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts

Agilent Technologies, Santa Clara,

Kalifornien
2.1.4 Antikorper
ID Antikorper Bezugsfirma
sc-126 p53-Mouse-Antikorper Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, Texas
ab179874 p63-Rabbit-Antikorper abcam plc, Cambridge, UK
ab40658 p73-Rabbit-Antikorper abcam plc, Cambridge, UK
A0545 Anti-Rabbit-Peroxidase- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
gekoppelter Antikorper
A9044 Anti-Mouse-Peroxidase- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
gekoppelter Antikorper
A3854 B-Aktin-Peroxidase- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
gekoppelter Antikorper
2.1.5 Primer
ID Bezeichnung Bezugsfirma
001093 RNU6B RNU6B Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts
000426 hsa-miR-34a miR-34a Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts
002278 hsa-miR-145 miR-145 Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts
002255 hsa-miR-149 miR-149 Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts
000491 hsa-miR-192 miR-192 Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts
000493 hsa-miR-194 miR-194 Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts
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2.1.6 Reagenzien, Losungen

Reagenz

Bezugsfirma

Millipore-Wasser

Nuclease-Free Water

Chloroform, EMSURE

Milchpulver

Ethanol, ROTIPURAN®, >99,8%, p.a.
Methanol, ROTIPURAN®, >99,9%, p.a.
2-Propanol, AnalaR NORMAPUR
Bicinchoninic Acid Solution
Copper(Il)-sulfate solution

RIPA-Puffer

cOmplete Tablets mini, EDTA-free, Protease-
Inhibitor Cocktail Tablets

PhosSTOP, Phosphatase-Inhibitor Cocktail
Tablets
Rotiphorese®
30% (29:1)

NF-Acrylamid/Bis-Losung

Ammoniumperoxidsulfat, >98%, p.a.
N,N,N’",N’-Tetramethylethylendiamin
(Temed)

1-Butanol, ROTIPURAN®, >99,5%, p.a.
Roti®-Stock, 20% SDS

TRIS, PUFFERAN®, >99,9%, Ultra Qualitit
Re-Blot plus strong solution (10x)

Bovine Albumin Fraction V

PERDROGEN 30% H,0,

Bromphenol blue sodium salt

Luminol sodium salt

ESMURE® Glycerol

Dimethyl sulphoxide (DMSO) Hybri-Max®
Ethylendiamintetraessigsdure

TWEEN® 20

CALBIOCHEM® &-Amino-n-caproic Acid

Merck KGaA, Darmstadt

QIAGEN GmbH, Hilden

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
VWR International, Ismaning
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roche  Deutschland  Holding  GmbH,
Grenzach-Wyhlen
Roche Deutschland  Holding  GmbH,

Grenzach-Wyhlen
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt
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2.1.7 Chemotherapeutika und targeted therapies

Wirkstoff Bezugsfirma

Doxorubicin Holzel Diagnostika GmbH, Koln
Bleomycin Holzel Diagnostika GmbH, Koln
Regorafenib Holzel Diagnostika GmbH, Koln
Sorafenib Holzel Diagnostika GmbH, Koln
Tivantinib Holzel Diagnostika GmbH, Koln
Wirkstoff Masse (Wirkstoff) Volumen (DMSO) Endkonzentration
Doxorubicin I mg 0,0345 ml 50 mM
Bleomycin I mg 0,0661 ml 10 mM
Regorafenib 1 mg 0,2071 ml 10 mM
Sorafenib 1 mg 0,0430 ml 50 mM
Tivantinib I mg 0,0541 ml 50 mM
2.1.8 Puffer

RIPA-Puffer

Reagenz Menge
RIPA-Puffer 10 ml
cOmplete Tablets mini, EDTA-free, Protease-Inhibitor 1 Tablette
PhosSTOP, Phosphatase-Inhibitor 1 Tablette
Anodenpuffer A

Reagenz Menge
Tris-Puffer 182 ¢
Methanol 100 ml

Zugabe von H,O auf ein Endvolumen von 500 ml

pH= 10,4
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Anodenpuffer B

Reagenz Menge
Tris-Puffer 1,5¢
Methanol 100 ml
Zugabe von H,0 auf ein Endvolumen von 500 ml

pH=10,4

Kathodenpuffer

Reagenz Menge
Tris-Puffer I,5¢
e-Aminocapronsdure 2,6¢g
Methanol 100 ml
Zugabe von H,O auf ein Endvolumen von 500 ml

pH=9.,4

2x Lammli-Puffer

Reagenz Menge
0,5 M Tris-HCL pH 6,8 2,5 ml
10% SDS 2 ml
0,2M EDTA 0,2 ml
H,O 2 ml
Glycerin 3,1 ml
Bromphenolblau 30 mg
ECL-Losung

Reagenz Menge
250 mM Luminol in DMSO 2 ml
aus 100 mg Luminol in 2 ml DMSO

90 mM p-Coumarin-Siure in DMSO 890 ul
aus 14,76 mg in 1 ml DMSO

1 M Tris-HCI, pH 8,5 20 ml

Auffiillen auf 200 ml mit H,O
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10 x PBS

Reagenz Menge
NacCl 80 g
KCl 2g
KH,PO,4 2g
Na,HPO,4 x 12 H,O 28,85 ¢
Auffuillen auf 1 1 H,O

ELISA-Waschpuffer

Mischung aus PBS und 0,05% Tween 20

2.1.9 Gele

Trenngel 12%

Reagenz Menge
H,O 3,3 ml
Acrylamid-Mix 30% 4,0 ml
1,5 M Tris-Puffer 2,5ml
SDS 10% 100 pl
Ammoniumpersulfat 10% 100 pl
Temed 4 ul
Sammelgel

Reagenz Menge
H,O 2,7 ml
Acrylamid-Mix 670 ul
Tris-Puffer, pH 6,8 500 pl
1 M SDS 40 pul
APS 10% 40 pul
Temed 4 ul
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die verwendeten Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37 °C und einer CO,-Konzentration
von 5% kultiviert.

Hep3B-Zellen, eine p53-defiziente HCC-Zelllinie, wurden in Minimal Essential Medium
Eagle (MEM) unter Zugabe von 10% fetalem Kélberserum (FCS) kultiviert. Die Zellen
wurden je nach Dichte des Zellwachstums zwei Mal wdchentlich unter sterilen Bedingungen
gesplittet. Hierzu wurde zuerst das Medium aus den Zellkulturflaschen abgesaugt und
anschlieBend zur Reinigung von FCS-Resten 10 ml sterile Phosphate-Buffered Saline (PBS)
zu den adhdrenten Zellen gegeben. Nach Absaugen von PBS wurden 5 ml Trypsin/EDTA-
Losung in PBS zur Ablosung der Zellen vom Boden der Kulturflasche hinzugefiigt. Nach
dreiminiitiger Inkubation wurde die Enzymlosung entfernt und die Zellflasche fiir weitere
finf Minuten im Brutschrank bei 37 °C und einer CO,-Konzentration von 5% inkubiert.
AnschlieBend wurde den Zellen zur Inaktivierung des Trypsins FCS-versetztes MEM
zugefiihrt, die Zellen durch Auf- und Abpipettieren in Suspension gebracht und auf neue,
sterile Zellkulturflaschen der GroBe 175 cm? mit 20 ml vorgelegtem Medium verteilt.

Die Kultivierung von HepG2-Zellen wurde in gleicher Weise durchgefiihrt, als Medium
wurde hier RPMI mit 10% FCS verwendet.

2.2.2 Zellaussaat

Fiir die verschiedenen Versuche wurden HCC-Zellen in einer Dichte von 100.000 Zellen
pro Well in Six-Wellplatten oder von 10.000 Zellen pro Well in 96-Wellplatten ausgeséit. Zu
diesem Zweck wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen abgesaugt, die Zellen mit 10 ml
PBS gewaschen und nach Entfernen des Puffers 5 ml Trypsin zugegeben. Nach einer
Inkubation von drei Minuten wurde das Enzym abgesaugt und die Kulturflasche fiir weitere
fiinf Minuten im Brutschrank bei 37 °C und einer CO;-Konzentration von 5% gelagert.
Anschlieend wurden 10 ml Medium zugegeben. Je nach Dichte der Zellen und bendtigter
Zellmenge wurden mehrere Zellkulturflaschen auf diese Weise behandelt und die
Zellsuspension in einer Flasche vereinigt. Aus dieser wurde 1 ml entnommen und die Zellzahl
mittels Cell Counter in Counting Slides mit 10 ul Zellsuspension bestimmt. Danach wurde
eine Zellsuspension mit der ndétigen Menge Medium und der entsprechenden Zellzahl nach
Bedarf hergestellt. Hier wurde bei der Berechnung auch ein Uberschuss von ca. 10%

aufgrund etwaiger Pipettierverluste einkalkuliert. Im Anschluss daran wurden die einzelnen

69



Wells der Six-Wellplatten mit 100.000 Zellen in je 2 ml Medium befiillt, in 96-Wellplatten
mit 10.000 Zellen in je 100 ul Medium.

2.2.3 Adenovirale Transduktion

Fiir Versuche, bei denen eine Transduktion mit Adenoviren nétig war, wurden die Zellen
zwOlf bis 24 Stunden nach Aussaat mit Viren behandelt. Hierzu wurde unter S2-Bedingungen
eine Suspension der ndtigen Menge Adenovirus-Losung in Medium hergestellt. Das Medium
aus den Platten der zuvor ausgesiten Zellen wurde abgenommen und die Zellen anschlieBend
mit 1 ml Virensuspension in Six-Wellplatten oder 10 pl in 96-Wellplatten behandelt.
rAd-GFP und rAd-ANp73 wurde je mit MOI 10 eingesetzt. Bei Transduktion mit rAd-TAp73
wurde je nach Virusstock MOI 10 oder MOI 20 verwendet, um eine vergleichbare
Transduktionseffizienz zu gewdhrleisten. Zur Dekontamination der benutzten Gegenstinde
und der Sterilbank wurde eine UV-Bestrahlung fiir mindestens 30 Minuten durchgefiihrt und
alle Abfille im Anschluss autoklaviert. Die behandelten Zellen wurden separat im
Brutschrank unter den iiblichen Bedingungen gelagert. Nach vier Stunden wurde das mit
Viren versetzte Medium von den Zellen abgenommen und durch frisches Medium unter
Zugabe von Gentamicin im Verhéltnis 1:1.000 mit einer Endkonzentration von 0,05 mg/ml
ersetzt. Auch nach diesem Schritt wurden Abfallmaterialien einer UV-Bestrahlung von
mindestens 30 Minuten zugefiihrt und nachfolgend autoklaviert. Die separate Zelllagerung
wurde anschlieBend aufgehoben.

Alle verwendeten Adenoviren flihren neben der Information fiir das entsprechende
gewiinschte Gen der p53-Familie auch das Gen fiir GFP in den Zellkern ein. Bei erfolgreicher
Transduktion kann GFP, das dann von den Zellen gebildet wird, im Fluoreszenzmikroskop in
Form von griiner Fluoreszenz nachgewiesen werden. Zur Abschitzung der
Transduktionseffizienz wurden die Zellen am Folgetag der viralen Behandlung auf diese

Weise untersucht.

2.2.4 Behandlung mit Chemotherapeutika und targeted therapies

Am Folgetag der Virustransduktion bzw. bei Versuchen ohne Transduktion am Folgetag der
Aussaat wurden die Zellen mit Chemotherapeutika und targeted therapies behandelt. Dazu
wurde jeweils eine Losung der Wirksubstanz in der nétigen Konzentration in Medium
hergestellt. Als Chemotherapeutika wurden Doxorubicin in einer Konzentration von 0,04 uM
und Bleomycin in einer Konzentration von 2 uM verwendet. Dies entspricht in der Literatur
beschriebenen therapeutisch relevanten Serumkonzentrationen der Wirkstoffe [82]. Um fiir

die targeted therapies ebenfalls den Bereich der Plasmakonzentrationen von Patienten unter
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Therapie zu erreichen, wurde Regorafenib in einer Konzentration von 5,1 uM, Sorafenib in
einer Konzentration von 4,5 uM und Tivantinib in einer Konzentration von 5,4 uM eingesetzt
[70,250-252]. Als Kontrolle diente DMSO, das Losungsmittel der Wirksubstanzen. Hierbei
wurde die Menge an die hochste Volumenzugabe der Therapeutika angepasst, dies entsprach
dem Volumen des Wirkstoffes Regorafenib. Das vorhandene Medium wurde aus den Wells
abgesaugt und durch das Medikamenten-versetzte ersetzt. Auch hier wurde Gentamicin in

einem Verhéltnis von 1:1.000 zugesetzt.

2.2.5 Ernte und RNA-Extraktion fiir Kinetik-Versuche

Fiir Kinetik-Versuche, in denen in Abhdngigkeit der Zeit der Effekt der Chemotherapeutika
und targeted therapies oder der alleinigen adenoviralen Transduktion auf die Expression
verschiedener miRs untersucht werden sollte, wurden die Zellen 24, 48 und 72 Stunden nach
Behandlung mit den verschiedenen Medikamenten oder nach Viruszugabe geerntet. Hierzu
wurde das Medium von den Zellen abgenommen und in ein Reaktionsgefall iiberfiihrt.
Anschlieend wurden die Zellen mit einem CellScraper vom Boden des Wells gelost, mittels
PBS-Puffer in einer Menge von 500 pl in Suspension gebracht und zum entsprechenden
Reaktionsgefdl hinzugegeben. Darauthin wurden die Reaktionsgefdfle bei 2.000 x g fiir
fiinf Minuten zentrifugiert. Nach Absaugen des Mediums wurde das Zellpellet in weiteren
500 ul PBS gelost und in ein neues Reaktionsgefdl {iberfiihrt. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt mit 2.000 x g fiir fiinf Minuten wurde erneut der Uberstand
abgenommen und aus den Zellen anschlieBend mittels miRNeasy mini Kit von QIAGEN die
RNA inklusive der miR nach Protokoll isoliert. Im Anschluss an die RNA-Extraktion wurde

die Menge der isolierten RNA photometrisch bestimmt.

2.2.6 Reverse Transkription von miRs in cDNA

Zur weiteren Analyse wurden die miRs mittels TagMan microRNA Reverse Transcription Kit
revers in cDNA transkribiert. Hierfir wurden Primer fir miR-34a, miR-145, miR-149,
miR-192, miR-194 und fiir den Housekeeper RNU6B verwendet. Dies geschah nach
Protokoll, die Reaktion wurde mittels ThermoCycler durchgefiihrt. Die gewonnene cDNA
wurde bei -20 °C gelagert, wihrend die {ibrigen Proben aus der RNA-Extraktion, die nicht

revers transkribiert wurden, unverziiglich bei -80 °C gelagert wurden.

2.2.7 Verfahren bei dose-response-Versuchen
Fiir dose-response-Versuche, bei denen in Abhéngigkeit der Wirkstoffdosis die Expression
verschiedener miRs gemessen werden sollte, wurden die Zellen nach Aussaat und

Transduktion mit Tivantinib in unterschiedlichen Konzentrationen behandelt. Hierbei wurden
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die Konzentrationen 0,5 uM, 1 uM, 2,5 uM, 5,4 uM sowie 10 uM verwendet. Als Kontrolle
diente DMSO, dessen Volumenzugabe dem hdchsten Volumen eines Wirkstoffes entsprach.
Die Ernte der Zellen erfolgte 48 Stunden nach medikamentdser Behandlung, da sich dieser
Zeitpunkt in den Kinetik-Versuchen als optimal herausgestellt hatte. Ernte, RNA-Extraktion
inklusive miR-Extraktion und reverse Transkription wurden in Analogie zu den vorherigen

Versuchen durchgefiihrt.

2.2.8 (qRT-PCR-Analysen der miR-Expression

Zur Auswertung der Expression der verschiedenen miRs wurden qRT-PCR-Analysen in
384-Wellplatten im LightCycler von Roche durchgefiihrt. Als Basis wurde der
Brilliant IIT Ultra-Fast Mastermix verwendet. Die Reaktion wurde nach TagMan-Protokoll in
Triplikaten aus einem Reaktionsgefdl pro Probe angesetzt. Im LightCycler wurden
55 Amplifikationszyklen von je einer Minute eingestellt. Die anschlieBende Auswertung der
Ct-Werte erfolgte mit Hilfe der AACt-Methode. Als Normierungsreferenz des RNA-Gehaltes
wurde dabei zur Gewéhrleistung der Vergleichbarkeit mit den Vorarbeiten von Bender [243]

die snRNA RNUG6B als Housekeeper verwendet.

2.2.9 Herstellung von Protein-Lysaten

Fiir Protein-Nachweise mittels Western Blot wurden aus den in Six-Wellplatten ausgesiten
Zellen nach der Ernte teilweise Protein-Lysate hergestellt. Hierzu wurde das Medium aus den
Zellschalen in Reaktionsgefdf3e iiberfiihrt, die Zellen mit Hilfe von CellScrapern vom Boden
der Wellplatte geldst, mit 1.000 pul PBS-Puffer zum Medium gegeben und anschlieBend bei
2.000 x g fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet
mit 900 ul PBS-Puffer gewaschen und resuspendiert. AnschlieBend wurden fiir Versuche, bei
denen aus einer Probe sowohl RNA- als auch Protein-Lysate hergestellt werden sollten,
300 pul der Zellsuspension zur RNA-Extraktion und 600 pl zur Protein-Gewinnung in je ein
Reaktionsgefal} tiberfiihrt. Die Gefdlle wurden anschlieBend bei 2.000 x g fiir fiinf Minuten
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Fiir Protein-Lysate wurden 70 pl RIPA-Puffer
mit Protease- und Phosphatase-Inhibitor hinzugegeben, das Zellpellet darin aufgelost und im
Anschluss eine Stunde auf Eis inkubiert. Daraufhin wurden die Reaktionsgefille bei 4 °C fiir
eine weitere Stunde bei hdchster Drehzahl zentrifugiert. Der Uberstand aus Puffer und
gelostem Protein wurde in ein neues Gefdll iiberfiihrt und bis zur Weiterverwendung

bei -20 °C gelagert.
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2.2.10 Bestimmung des Proteingehaltes von Protein-Lysaten

Zur Ermittlung des Proteingehaltes der Protein-Lysate wurde ein BCA-Test durchgefiihrt.
Hierzu wurde in einer 96-Wellplatte eine Standardreihe mit einem festgelegten Proteingehalt
von 2.000 pg/ml, 1.500 pg/ml, 1.000 pg/ml, 800 pg/ml, 600 pg/ml, 400 pg/ml, 200 pg/ml
und RIPA-Puffer in einem Volumen von 10 pl pro Well in Duplikaten pipettiert. Die Protein-
Lysate wurden in einem Verhdltnis von 1:5 mit RIPA-Puffer verdiinnt. Hiervon wurden
jeweils 10 pl in zwei Wells der 96-Wellplatte zur Doppelbestimmung gegeben. AnschlieSend
wurden pro Well 200 ul des working reagent aus 50 Teilen Bicinchoninic Acid Solution und
einem Teil Kupfer(Il)-Sulfat-Losung zugegeben. Zusatzlich wurden je 200 pl dieses Reagenz
in zwei Wells als Blindwert pipettiert. Die Platte wurde fiir 30 Sekunden auf einem Schiittler
bewegt, bevor sie fiir ca. 30 Minuten bei 37 °C inkubiert wurde. Nachdem ein Farbumschlag
sichtbar geworden war, wurde die Absorption im ELISA-Reader bei einer Wellenldnge von
560 nm bestimmt. Aus den Ergebnissen wurde die jeweilige Proteinkonzentration und das

ndtige Probenvolumen fiir Western Blots berechnet.

2.2.11 Western Blot

Fiir Western Blot-Analysen wurden zum Nachweis von p73, p63 und p53 12%ige Gele mit
7 ml Trenngel und 3 ml Sammelgel gegossen. Diese wurden zur Probenauftrennung in
Elektrophorese-Kammern mit SDS-Puffer gegeben und ein geeigneter GroBenstandard zur
Versuchsauswertung sowie die Proben mit einem Proteingehalt von 5 bis 20 pg in die
Geltaschen pipettiert. Zuvor wurden die Proben mit Laimmli-Puffer versetzt, der durch farbige
Markierung den Fortschritt der Elektrophorese anzeigt. Das Proben-Puffer-Gemisch wurde
fir fiinf Minuten im Thermoblock aufgekocht und wieder abzentrifugiert. Die
elektrophoretische Auftrennung der Proteine nach Grofe erfolgte pro Gel fiir 20 Minuten bei
25 mA und 40 Minuten bei 40 mA. Zum anschlieBenden Proteintransfer der Banden vom Gel
auf eine Membran wurde ein Filterpapier in Anodenpuffer A und zwei Filterpapiere in
Anodenpuffer B getaucht und die Methanol-getrankte PVDF-Membran sowie das Sammelgel
darauf positioniert. Abgedeckt wurde das Gel mit drei von Kathodenpuffer benetzten
Filterpapieren. Zum Proteintransfer wurde fiir eine Stunde ein elektrisches Feld mit 80 mA
pro Gel angelegt. AnschlieBend wurden freie Proteinbindungsstellen auf der Membran mittels
5%igem BSA geblockt. Hierfiir wurden 2,5 g BSA in 50 ml Waschpuffer gelost und die
Membran mit 10 ml dieser Losung fiir 30 bis 60 Minuten auf einem Schiittler versetzt.
Anschliefend wurde die BSA-Losung entfernt, eine BSA-Primérantikdrper-Mischung im
Verhiltnis 1:1.000 zugegeben und iiber Nacht bei 4 °C unter Schiitteln inkubiert. Am

Folgetag wurde die Inkubation fiir 15 bis 20 Minuten bei Raumtemperatur (RT) fortgesetzt.
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Nach Entfernen der Losung wurde die Membran dreimal fiir je fiinf Minuten mit ELISA-
Waschpuffer auf einem Schiittler gewaschen, um Reste des Antikdrper-Gemisches zu
entfernen. Danach erfolgte die einstiindige Inkubation mit 10 ml eines BSA-
Sekundérantikorper-Gemisches im Verhéltnis 1:3.000 bei RT unter Schiitteln. Nach Entfernen
der Losung wurde die PVDF-Membran einem erneuten Waschvorgang von dreimal je
fiinf Minuten mit ELISA-Waschpuffer unterzogen. Zur Vorbereitung auf die Detektion der
Proteine wurden zu 5 ml ECL-Losung 1,53 ul H,O, gegeben und diese Mischung fiir eine
Minute iiber die Membran bewegt. Proteinbanden wurden nach Abgieen des Gemisches fiir
1.800 Sekunden mittels Chemilumineszenz detektiert, wobei das erste von 30 Bildern nach
drei Sekunden aufgenommen wurde. Zum Nachweis gleicher Proteinmengen in den einzelnen
Probenspuren wurde anschliefend eine Ladekontrolle durchgefiihrt. Hierzu wurde die
Membran nach der Detektion mit VE-Wasser gespiilt und 10 ml einer Reblot-Stripping-
Losung zugeben. Nach Inkubation der Losung fiir 20 Minuten bei RT unter Schiitteln wurde
die Membran ein weiteres Mal mit VE-Wasser gespiilt und fiir 30 Minuten mit 3-5%iger
Milchpulver-Lésung geblockt. Als Primérantikorper fiir die Ladekontrolle wurde ein 3-Aktin-
Antikorper verwendet, der in einem Mischungsverhéltnis von 1:10.000 in einem Volumen
von 10 ml der Membran zugegeben wurde. Nach einer Inkubationszeit von 30 bis 60 Minuten
unter Schiitteln bei RT, weiterem dreimaligen Waschen und Inkubation mit dem ECL-H,0,-
Gemisch wurde die Detektion mit 30 Bildern zwischen drei und 180 Sekunden durchgefiihrt.

2.2.12 MTS-Assay

Der Einfluss verschiedener Substanzen auf die Stoffwechselaktivitit der HCC-Zellen wurde
im MTS-Assay untersucht. Dazu wurden Hep3B-Zellen in einer Dichte von 7.500 und
HepG2-Zellen von 10.000 Zellen in 100 ul Gesamtvolumen pro Well in 96-Wellplatten
ausgesit. In Abhédngigkeit vom jeweiligen Versuchsauftbau fand zum Teil eine Transduktion
mit tAd-GFP mit MOI 10 oder rAd-TAp73 mit MOI 20 statt. Zur Behandlung der Zellen
wurden Tivantinib, DMSO, Antimycin A oder reines Medium verwendet. Tivantinib-
Losungen wurden je mit 50 pl Volumen pro Well eingesetzt, mit einer Endkonzentration von
0,5 uM, 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 5,4 uM, 10 uM, 25 uM, 54 uM oder 100 uM. Auch DMSO
und reines Medium wurden je in einem Volumen von 50 ul zugegeben. Bei der Behandlung
mit Antimycin A wurden jeweils 100 pl mit einer Endkonzentration von 100 uM, 200 uM,
1 mM oder 2 mM verwendet. Simtliche Behandlungen wurden in Triplikaten angesetzt. 24,
48 oder 72 Stunden nach der Wirkstoffbehandlung wurde das Volumen in den Wells mit
Medium auf 200 pl angeglichen, zudem wurde mit Medium ein Blindwert-Triplikat angesetzt.

Anschlieend wurden in jedes Well 10 ul MTS-PMS-Losung (aus 1 ml MTS und 50 pl PMS)
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pipettiert und der Ansatz fiir fiinf bis 24 Stunden im Brutschrank inkubiert bis ein
Farbumschlag sichtbar wurde. Dieser wurde am ELISA-Reader bei einer Wellenldnge von
492 nm gemessen und die Triplikate des jeweiligen Versuchsansatzes gemittelt. Die Abnahme
der Stoffwechselleistung wurde prozentual berechnet. Unter Annahme von 100%
metabolischer  Aktivitit wurde die DMSO-Kontrolle als Basis der zugehdrigen

Verdiinnungsreihe der Tivantinib-Behandlung gegeniibergestellt.

2.2.13 Ergebnisdarstellung und statistische Auswertung

Die Abbildung der Ergebnisse erfolgte bei qRT-PCR- sowie MTS-Assay-Daten anhand des
Mittelwertes = Standardabweichungen. Zur Berechnung der statistischen Signifikanz der
erhobenen Daten wurde das Programm SigmaPlot (Version 14.5, Systat Software GmbH,
Erkrath) verwendet. Die Auswertung erfolgte anhand der Rohdaten mithilfe von
Kruskal Wallis ANOVA on Ranks, One Way ANOVA oder Student‘s t-Tests. Zur Post-hoc-
Analyse wurde die Tukey- oder Dunn‘s-Methode verwendet. Als statistisch signifikant
wurden Ergebnisse mit p-Werten <0,05 (gekennzeichnet mit *) und als statistisch hoch-
signifikant mit p-Werten <0,001 (dargestellt mit **) gewertet. Zur Darstellung der zueinander
signifikanten Gruppen in Balkendiagrammen wurden Klammern verwendet, bei
Signifikanzen einer Gruppe gegeniiber der Kontrolle erfolgte die Kennzeichnung jeweils

direkt oberhalb des Balkens im Diagramm.
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3 Ergebnisse

3.1 Wirkung von p73-Isoformen auf tumorsuppressive miRs

Als Grundlage fiir diese Arbeit dienten Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, in denen die
Expression verschiedener miRs in Abhéngigkeit der Transkriptionsfaktoren p53 und p73
untersucht wurde. Hierbei zeigte sich in Microarray-Analysen in Hep3B-Zellen eine
verstarkte Expression von miR-34a nach adenoviral induzierter Expression von p53. Bei
Transduktion mit rAd-TAp73 wurde neben miR-34a auch miR-149 als mogliche Zielstruktur
von TAp73 identifiziert. In anschlieBenden qRT-PCR-Analysen wurden die induktiven
Effekte auf miR-34a und miR-149 bei Uberexpression von TAp73 verifiziert sowie eine
Induktion von miR-145 beobachtet. Auch fiir rAd-p53-transduzierte Zellen zeigte sich eine
Steigerung der relativen Expression von miR-34a, miR-145 und miR-149. Demgegeniiber
wurde fiir miR-192 und miR-194 [243], fir die ebenfalls tumorsuppressive Eigenschaften im
HCC bekannt sind [171,204-206], bei keinem dieser Untersuchungsverfahren eine
Expressionssteigerung durch p53 oder TAp73 beobachtet [243].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten nun die Auswirkungen der p73-Expression auf
unterschiedliche miRs genauer evaluiert werden. Hierzu wurde die Expression der oben
genannten miRs unter Einfluss verschiedener p73-Isoformen untersucht, denen
unterschiedliche Eigenschaften in der Pathogenese von Tumorerkrankungen zugeschrieben
werden [96]. Dabei sollte gekliart werden, ob die Expression tumorsuppressiver miRs, deren
Induktion durch Proteine der p53-Familie in den Vorversuchen gezeigt wurde, durch
unterschiedliche Isoformen von p73 spezifisch beeinflusst wird. Basierend auf unseren
Vorergebnissen wurden fiir die vorliegende Arbeit miR-34a, miR-145, miR-149, miR-192
und miR-194 untersucht. Zu Beginn wurde der Einfluss einer Uberexpression verschiedener
p73-Isoformen, respektive TAp73 und ANp73, auf das Expressionsprofil dieser miRs in p53-
defizienten Hep3B-Zellen und auf die endogene Expression des p53-Familienmitglieds p63
im Zeitverlauf analysiert. Dies erfolgte 24, 48 und 72 Stunden nach Transduktion mit
rAd-GFP, rAd-TAp73 oder rAd-ANp73.

Zur Bestitigung der adenoviralen Uberexpression wurden Western Blots durchgefiihrt. Dabei
ergab sich eine ausgeprigte Expression von p73-Isoformen nach Transduktion mit
rAd-TAp73 sowie rAd-ANp73 im Vergleich zu unbehandelten und rAd-GFP-transduzierten
Kontrollen (Abb. 15). Zur Evaluation des Verhaltens der p53-Familienmitglieder bei

Uberexpression eines einzelnen Transkriptionsfaktors wurde bei intrinsischer p53-Defizienz
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der Hep3B-Zellen auch der p63-Gehalt im Western Blot untersucht. Bei
Transduktionsbehandlungen mit adenoviralen Vektoren zeigte sich allgemein im Vergleich zu
unbehandelten Zellen ein reduzierter Gehalt des p63-Proteins nach 24 und 48 Stunden. Dieser
Unterschied wurden nach 72 Stunden nicht mehr beobachtet (Abb. 15).
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Abb. 15: Nachweis der Uberexpression der p73-Isoformen nach adenoviraler
Transduktion im Western Blot. Adenovirale Transduktion von Hep3B-Zellen mit rAd-GFP,
rAd-TAp73 oder rAd-ANp73 und Inkubation fiir 24, 48 und 72 Stunden. Nachweis der

Expression der p73-Isoformen (n=4) und Einfluss auf die endogenen p63-Spiegel (n=2) bei
p53-Defizienz der Hep3B-Zellen mittels Western Blot.

"
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Zur Bestimmung der Auswirkungen einer Uberexpression der p73-Isoformen TAp73 und
ANp73 auf die Expression tumorsuppressiver miRs im HCC erfolgte im Anschluss die
Analyse des miR-Gehaltes mittels QRT-PCR. Dabei zeigte sich nach Uberexpression von
TAp73 eine Induktion von miR-34a, miR-145 und miR-149 im Vergleich zur GFP-Kontrolle.
Nach 24 Stunden ergab sich eine relative Expression der miR-34a von 2,2 + 0,8, der miR-145
von 3,3 £ 3,6 und der miR-149 von 2,5+ 1,5 (Abb. 16 a)). Nach 48 Stunden wurde fiir
miR-34a eine relative Expression mit einem Induktionsfaktor von 5,7 + 4,1, fiir miR-145 von
4,7 + 2,3 und fiir miR-149 von 5,4 + 2,7 beobachtet. Fiir miR-34a sowie miR-149 war der
Anstieg unter rAd-TAp73- gegeniiber rAd-ANp73-Transduktion signifikant (Abb. 16 b)).
Nach 72 Stunden =zeigte sich fiir miR-34a eine 5,0 +£2,1-fache, fiir miR-145 eine
10,6 £+ 4,6-fache und fiir miR-149 eine signifikante 8,1 + 0,2-fache Steigerung der Expression
in Bezug zur GFP-Kontrolle. Gegenliber ANp73 waren diese Ergebnisse fiir miR-34a,
miR-145 sowie miR-149 ebenso signifikant (Abb. 16 ¢)) wie die Expression von miR-145
und miR-149 unter Einfluss einer TAp73-Uberexpression im Zeitverlauf zwischen 24 und
72 Stunden (Abb. 17). Demgegeniiber ergaben sich fiir miR-192 und miR-194 im Zeitverlauf
keine relevanten oder signifikanten Verdnderungen der Expression. Nach 48 Stunden wurde
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lediglich eine Induktion um den Faktor 1,4 + 1,1 bzw. 1,5 £ 1,2 (Abb. 16 b)), nach 72 Stunden
von 1,2 £ 0,3 bzw. 1,1 £ 0,2 beobachtet (Abb. 16 c)). Des Weiteren wurde keine relevante
Veridnderung der miR-Expression durch Uberexpression von ANp73 (maximaler
Induktionsfaktor 1,4 + 0,9 bei miR-149 nach 24 Stunden (Abb. 16 a)) oder bei nicht-
transduzierten Zellen (maximal 1,3 £0,8-fach bei miR-149 nach 72 Stunden (nicht
dargestellt)) beobachtet.

Somit zeigten sich hier signifikante unterschiedliche Effekte von TAp73 und ANp73 auf die
Expression von tumorsuppressiven miRs (Abb. 17), die aufgrund der antagonistischen
Eigenschaften dieser Transkriptionsfaktoren zu erkléren sind. Dies legt nahe, dass miR-34a,
miR-145 und miR-149 im Gegensatz zu miR-192 und miR-194 im HCC Zielstrukturen der
p53-Familie, insbesondere der Isoform TAp73 sind.
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Abb. 16: Induktion der Expression von miR-34a, miR-145 und miR-149 durch
adenoviral mediierte Uberexpression von TAp73. Adenovirale Transduktion von Hep3B-
Zellen mit rAd-GFP, rAd-TAp73 oder rAd-ANp73 und Inkubation fiir bis zu 72 Stunden.
Untersuchung der Effekte von TAp73 und ANp73 auf die Expression von miR-34a, miR-145,
miR-149, miR-192 und miR-194 anhand von qRT-PCR-Analysen im Zeitverlauf im
Vergleich zu GFP als Kontrolle, n=4, * p<0,05, ** p<0,001. miR-Expression nach
a) 24 Stunden, b) 48 Stunden, Signifikanz fiir miR-34a und miR-149 nach TAp73- gegeniiber
ANp73-Uberexpression (jeweils p=0,017; Kruskal Wallis ANOVA, Tukey-Post-hoc-Test)
sowie ¢) 72 Stunden, Signifikanz fiir miR-34a und miR-145 nach rAd-TAp73- gegeniiber
rAd-ANp73-Transduktion (jeweils p=0,017; Kruskal Wallis ANOVA, Tukey-Post-hoc-Test)
sowie fiir miR-149 durch TAp73 sowohl gegeniiber ANp73 als auch gegeniiber GFP (jeweils
p<0,001; One Way ANOVA, Tukey-Post-hoc-Test).
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Ubersicht iiber den zeitlichen Verlauf der miR-Expression
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Abb. 17: Expressionsverinderung verschiedener miRs im Zeitverlauf unter
Uberexpression von TAp73 oder ANp73. Adenovirale Transduktion von Hep3B-Zellen mit
rAd-GFP, rAd-TAp73 oder rAd-ANp73 und Inkubation fiir bis zu 72 Stunden. Untersuchung
der Effekte von TAp73 und ANp73 auf die Expression von miR-34a, miR-145, miR-149,
miR-192 und miR-194 anhand von qRT-PCR-Analysen im Zeitverlauf im Vergleich zu GFP
als Kontrolle, n=4, * p<0,05. Zusammenfassende Darstellung der Versuchsergebnisse aus
Abb. 16. Signifikante Steigerung der Expression von miR-145 (p=0,045) und miR-149
(p=0,005; jeweils One Way ANOVA, Tukey-Post-hoc-Analyse) in rAd-TAp73-transduzierten
Zellen im Zeitverlauf zwischen 24 und 72 Stunden.

3.2 Einfluss verschiedener HCC-relevanter Therapeutika auf die

Expression von miRs in Abhéangigkeit von p73-Isoformen
Im Anschluss an den Nachweis der Regulation von miR-34a, miR-145 und miR-149 durch
die Expression von TAp73 sollte gekldart werden, welchen Einfluss tumorsuppressive
Medikamente auf das Expressionsprofil dieser Molekiile ausiiben. Hierzu wurden
verschiedene in der klinischen Anwendung befindliche Wirkstoffe — in Konzentrationen
entsprechend erreichbarer Plasmaspiegel von Patienten unter Therapie — eingesetzt
[70,82,250-252]. Zum einen wurden die Chemotherapeutika Doxorubicin und Bleomycin
verwendet, die zwar im HCC keinen leitliniengeméfen Einsatz als systemische Therapeutika
finden, aber durch die Induktion von DNA-Schiden tber Interkalation bzw.
Doppelstrangbriiche geeignete Substanzen zur Aktivierung der p53-Familie sind [78,86].
Zudem wird Doxorubicin im Rahmen der TACE als lokales Verfahren zur Therapie des HCC
eingesetzt [24]. Zum anderen fanden Sorafenib, Regorafenib und Tivantinib Verwendung, die
zur Klasse der targeted therapies gezdhlt werden. Sorafenib kann als systemisches
Therapeutikum als first-line-Therapie im fortgeschrittenen Stadium der HCC-Erkrankung,

Regorafenib leitliniengemil als second-line-Therapie eingesetzt werden [24,37]. Zu Beginn
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dieser Arbeit befand sich der Wirkstoff Tivantinib im Studiendesign in Anwendung als
second-line-Therapie nach Sorafenib-Behandlung. Die initialen Daten der Phase-II-Studie, die
bei Start unserer Versuchsreihen bereits publiziert waren, zeigten vielversprechende
Ergebnisse in Bezug auf Uberlebensvorteile durch das Therapeutikum [76]. Die Phase-III-
Studie, die diese Beobachtungen nicht bestitigte, wurde erst nach Abschluss unserer
experimentellen Arbeiten veroffentlicht [77].

Zur Untersuchung der Effekte durch die genannten Wirkstoffe auf die p73-abhingige
Expression von miRs wurden Hep3B-Zellen 24 Stunden nach adenoviraler Transduktion mit
moglichen Serumkonzentrationen dieser Therapeutika behandelt. Nach einer Inkubationszeit
von weiteren 24, 48 oder 72 Stunden wurde die Expression der miRs in den Zellen untersucht.
Im Zeitverlauf zeigte sich fiir miR-34a, miR-145 und miR-149 eine Expressionssteigerung in
unterschiedlicher Auspragung durch alle verwendeten Substanzen in Verbindung mit einer
TAp73-Expression gegeniiber den rAd-GFP-transduzierten DMSO- und Wirkstoffkontrollen.
Dabei wurden Unterschiede beziiglich des Peaks der Expression in der Kinetik ersichtlich.
Wihrend bei miR-34a nach Behandlung mit Doxorubicin, Sorafenib und Tivantinib die
hochste Induktionsrate nach 72 Stunden zu beobachten war (Abb. 18 a), d), e)), wurde unter
Bleomycin ein Expressionshohepunkt nach 24 Stunden (Abb. 18 b)), bei Regorafenib nach
48 Stunden erreicht (Abb. 18 c)). Bei der Untersuchung von miR-145 und miR-149 zeigte
sich hingegen fiir alle Substanzen eine maximale Expressionssteigerung nach 72 Stunden
(Abb. 19, Abb. 20). Nach Behandlung mit Chemotherapeutika wurde zudem teilweise eine
Verringerung der miR-Expression nach 48 Stunden gegeniiber dem 24-Stunden-Wert
beobachtet (Abb. 18 b), Abb. 19 a), b), Abb. 20 b)). Gegeniiber allen anderen Wirkstoffen
zeigten sich durch Zugabe von Tivantinib kombiniert mit einer TAp73-Uberexpression die
stiarksten induktiven Effekte auf miR-34a, miR-145 und miR-149 (Abb. 21 a), b) ¢)).

72 Stunden nach Behandlung mit Doxorubicin erreichte der miR-34a-Gehalt unter TAp73-
Uberexpression eine relative Steigerung gegeniiber der rAd-GFP-transduzierten DMSO-
Kontrollgruppe um den Faktor 3,6 £ 1,8 (Abb. 18 a)), durch Bleomycin um den Faktor
3,9 £ 1,8 (Abb. 18 b)). Unter den targeted therapies war nach Zugabe von Regorafenib eine
signifikante Expressionssteigerung um das 2,9 + 1,3-Fache (Abb. 18 c¢)) und bei Tivantinib
um das 9,4 + 2,6-Fache zu beobachten (Abb. 18 ¢)). Durch Sorafenib ergab sich ein relativer
Anstieg um das 3,0 + 1,6-Fache (Abb. 18 d)). Die hochste Expression nach Zugabe von
Bleomycin zeigte sich nach 24 Stunden in einer Steigerung um den Faktor 4,7 + 2,3
(Abb. 18 b)), bei Regorafenib nach 48 Stunden um den Faktor 4,1 = 2,2 (Abb. 18 c¢)).

Zusitzliche signifikante Expressionsverinderungen ergaben sich bei TAp73-Uberexpression
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im Vergleich zur normierten Kontrolle fiir Bleomycin nach 48 (Abb. 18 b)) und fiir Tivantinib
nach 24 Stunden (Abb. 18 ¢)). Im Vergleich Wirkstoff-behandelter Zellen wurde nach
rAd-TAp73- gegeniiber rAd-GFP-Transduktion eine statistisch signifikante Verdnderung der
miR-34a-Level unter Doxorubicin zu allen untersuchten Zeitpunkten (Abb. 18 a)) beobachtet.
Unter Bleomycin und Sorafenib zeigte sich ein signifikantes Ergebnis nach 24 und
48 Stunden (Abb. 18 b), d)), unter Tivantinib nach 24 und 72 Stunden (Abb. 18 e)). Im
Vergleich zu ANp73 wurde bei TAp73-Uberexpression in Kombination mit Bleomycin nach
48, mit Sorafenib nach 24 und mit Tivantinib nach 24 und 72 Stunden ein statistischer
Unterschied berechnet (Abb. 21).

Durch Chemotherapeutika wurde fiir miR-145 nach 72-stiindiger Behandlung eine relative
Expressionssteigerung um den Faktor 5,3 + 1,8 fiir Doxorubicin (Abb. 19 a)) bzw. 8,3 £ 4,4
fiir Bleomycin induziert (Abb. 19 b)). Regorafenib, Sorafenib und Tivantinib vermittelten
einen Anstieg um das 6,8 £ 2,4-, 5,6 £ 2,6- und 14,6 = 7,2-Fache (Abb. 19 c), d), e)). Im
Vergleich zu miR-34a ergaben sich fiir miR-145 deutlich weniger signifikante Verdnderungen
im Expressionsprofil unter den beschriebenen Versuchsbedingungen. Diese wurden bei
TAp73-Uberexpression lediglich fiir Bleomycin nach 24 (Abb. 19 b)) sowie fiir Regorafenib
und Tivantinib nach 72 Stunden (Abb. 19 c), e)) gegeniiber rAd-GFP-transduzierten
Kontrollzellen nachgewiesen. Durch Behandlung mit dem Glykopeptid-Antibiotikum zeigte
sich zudem ein signifikanter Unterschied nach 24 Stunden zwischen rAd-TAp73- und
rAd-GFP-Transduktion (Abb. 19 b)), durch Regorafenib nach 72 Stunden im Vergleich von
TAp73 und ANp73 (Abb. 21 b)).

Der Einfluss der Therapien auf miR-149 manifestierte sich nach 72 Stunden durch eine
Expressionssteigerung um den Faktor 6,7 + 4,8 und 8,0 £ 6,7 durch Doxorubicin (Abb. 20 a))
und Bleomycin (Abb. 20 b)), um den Faktor 4,2 + 3,9 sowie 3,4 = 1,7 und 14,9 + 7,3 durch
Regorafenib, Sorafenib und Tivantinib (Abb. 20 ¢), d), e)). Regorafenib stellte fiir diese miR
das einzige Therapeutikum ohne signifikante Expressionsverdanderungen dar. Fiir alle anderen
Wirkstoffe ergaben sich — wenn auch nicht zu allen Zeitpunkten — statistisch relevante Effekte
von TAp73-iiberexprimierenden Zellen gegeniiber rAd-GFP- oder rAd-ANp73-transduzierten
Zellen (Abb. 20 a), b), d), e), Abb. 21 ¢)). Signifikante Verdanderungen zur DMSO-Kontrolle
wurden in rAd-TAp73-transduzierten Zellen fiir Bleomycin (Abb. 20 b)) und Sorafenib
(Abb. 20 d)) nach 48 Stunden nachgewiesen.
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Abb. 18: Einfluss von HCC-Therapeutika auf die miR-34a-Expression. Adenovirale
Transduktion von Hep3B-Zellen mit rAd-GFP oder rAd-TAp73 und anschlieende
Inkubation mit verschiedenen Therapeutika fiir 24, 48 und 72 Stunden. Analyse der miR-
Expression mittels qRT-PCR gegeniiber DMSO-behandelten Zellen unter GFP-Expression,
n=3, * p<0,05, ** p<0,001. a) Doxorubicin [0,04 uM], signifikante Expressionsverdnderung
von TAp73- versus GFP-exprimierenden Zellen nach 24 (p=0,014), 48 (p=0,039) und
72 Stunden (p=0,020, jeweils Kruskal Wallis ANOVA, Dunn‘s-Post-hoc-Test). b) Bleomycin
[2 uM], Signifikanz zwischen rAd-TAp73- und rAd-GFP-transduzierten Zellen nach 24
(p=0,039, Kruskal Wallis ANOVA, Dunn‘s-Post-hoc-Test) und 48 Stunden (p<0,001) sowie
zwischen TAp73-exprimierenden Zellen unter Wirkstoffbehandlung und DMSO-
Kontrollzellen nach rAd-GFP-Transduktion (p<0,001, jeweils One Way ANOVA, Tukey-
Post-hoc-Test). ¢) Regorafenib [5,1 uM], signifikante Expressionsverdnderung unter TAp73-
Uberexpression gegeniiber der GFP-DMSO-Kontrolle nach 72 Stunden (p=0,045, One Way
ANOVA, Tukey-Post-hoc-Test). d) Sorafenib [4,5 uM], Signifikanz von TAp73-
exprimierenden Zellen gegeniiber GFP-Kontrollen unter Wirkstoffbehandlung nach
24 (p=0,007) und 48 Stunden (p=0,031, One Way ANOVA, Tukey-Post-hoc-Test).
e) Tivantinib [5,4 pM], signifikanter Anstieg der miR-Expression nach rAd-TAp73-
Transduktion  gegeniiber der GFP-DMSO-Kontrolle nach 24 (p=0,012) wund
72 Stunden (p<0,001) sowie gegeniiber GFP-transduzierten und Tivantinib-behandelten
Zellen nach 24 (p=0,011) und 72 Stunden (p<0,001, jeweils One Way ANOVA, Tukey-Post-
hoc-Test).
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Abb. 19: Einfluss von HCC-Therapeutika auf die miR-145-Expression. Adenovirale
Transduktion von Hep3B-Zellen mit rAd-GFP oder rAd-TAp73 und anschlieende
Inkubation mit verschiedenen Wirkstoffen fiir 24, 48 oder 72 Stunden. Analyse der miR-
Expression mittels qRT-PCR gegeniiber DMSO-behandelten Zellen unter GFP-Expression,
n=3, *p<0,05. a) Doxorubicin [0,04 uM]. b) Bleomycin [2 uM], signifikante
Expressionsverdnderung nach 24 Stunden bei TAp73-Uberexpression im Vergleich zu
rAd-GFP-transduzierten Zellen mit Wirkstoftbehandlung (p=0,009) sowie zu DMSO-
behandelten Zellen (p=0,016; jeweils One Way ANOVA, Tukey-Post-hoc-Analyse).
¢) Regorafenib [5,1 pM], Signifikanz nach 72 Stunden durch TAp73-Uberexpression und
Wirkstoffbehandlung gegeniiber der GFP-DMSO-Kontrolle (p=0,009, One Way ANOVA,
Tukey-Post-hoc-Analyse). d) Sorafenib [4,5 puM]. e) Tivantinib [5,4 uM], signifikante
Expressionssteigerung durch rAd-TAp73-Transduktion und targeted therapy im Vergleich
zur GFP-DMSO-Kontrolle (p=0,014, Kruskal Wallis ANOVA, Dunn‘s-Post-hoc-Analyse).
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Abb. 20: Einfluss von HCC-Therapeutika auf die miR-149-Expression. Adenovirale
Transduktion von Hep3B-Zellen mit rAd-GFP oder rAd-TAp73 und anschlieende
Inkubation mit Chemotherapeutika oder targeted therapies fir 24, 48 oder 72 Stunden.
Analyse der miR-Expression mittels qRT-PCR gegeniiber DMSO-behandelten Zellen unter
GFP-Expression, n=3, * p<0,05, ** p<0,001. a) Doxorubicin [0,04 uM], signifikante
Expressionsverdnderung durch Wirkstoftbehandlung zwischen TAp73- und GFP-
exprimierenden Zellen nach 24 (p=0,014), 48 (p=0,02) sowie 72 Stunden (p=0,028, jeweils
Kruskal Wallis ANOVA, Dunn‘s-Post-hoc-Analyse). b) Bleomycin [2 pM], Signifikanz
zwischen rAd-TAp73- und rAd-GFP-transduzierten Zellen durch Chemotherapeutikum nach
24 (p=0,02, Kruskal Wallis ANOVA, Dunn‘s-Post-hoc-Analyse) und 48 Stunden (p<0,001),
hier zudem gegeniiber GFP-DMSO-Behandlung (p<0,001, jeweils One Way ANOVA,
Tukey-Post-hoc-Analyse). ¢) Regorafenib [5,1 uM]. d) Sorafenib [4,5 uM], signifikante
Expressionsverdnderung zwischen rAd-TAp73- und rAd-GFP-transduzierten Zellen durch
Wirkstoffzugabe nach 24 (p=0,028, Kruskal Wallis ANOVA, Dunn‘s-Post-hoc-Analyse) und
48 Stunden (p=0,001), hier zudem gegeniiber GFP-DMSO-Behandlung (p=0,01, jeweils
One Way ANOVA, Tukey-Post-Hoc-Analyse). e) Tivantinib [5,4 pM], signifikante
Expressionsverdnderung zwischen TAp73- und GFP-exprimierenden Zellen nach 24, 48 und
72 Stunden (jeweils p=0,039, Kruskal Wallis ANOVA, Dunn‘s-Post-hoc-Analyse).
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Abb. 21: Expressionsverinderungen von miR-34a, miR-145 und miR-149 durch
unterschiedliche HCC-spezifische Wirkstoffe unter Einfluss von p73-Isoformen.
Transduktion von Hep3B-Zellen mit rAd-GFP, rAd-TAp73 oder rAd-ANp73 und Inkubation
mit verschiedenen Wirkstoffen fiir bis zu 72 Stunden. Analyse der miR-Expression mittels
qRT-PCR gegeniiber rAd-GFP- und DMSO-behandelten Zellen. Erhebung der Daten nach
rAd-GFP-/ rAd-TAp73- (n=3) und rAd-ANp73-Transduktion (n=4) in unabhéngigen
Experimenten, * p<0,05, ** p<0,001. a) miR-34a, Signifikanz zwischen TAp73- und ANp73-
exprimierenden Zellen unter Behandlung mit Bleomycin nach 48 (p<0,001), mit Sorafenib
nach 24 (p=0,027) und mit Tivantinib nach 24 (p=0,018) und 72 Stunden (p<0,001).
b) miR-145, Signifikanz von rAd-TAp73- versus rAd-ANp73-transduzierten Zellen durch
Regorafenib nach 72 Stunden (p=0,013). ¢) miR-149, Signifikanz von TAp73- zu ANp73-
exprimierenden Zellen durch Behandlung mit Bleomycin nach 48 (p<0,001) sowie durch
Sorafenib nach 48 Stunden (p=0,014), (jeweils One Way ANOVA, Tukey-Post-hoc-Analyse).
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Im Gegensatz zu den starken induktiven Effekten, die bei Uberexpression von TAp73 erzielt
wurden, wurde nach adenoviraler Transduktion von ANp73 nur ein geringes oder fehlendes
Ansprechen der untersuchten miRs beobachtet. Dies stimmt mit den bekannten
antagonistischen Eigenschaften dieses Transkriptionsfaktors gegeniiber TAp73 iiberein. In
unseren Analysen bewegten sich die Werte fiir die relative Expression meist um Faktoren
zwischen 0,6 und 2,1 und entsprachen somit in etwa der Referenzprobe unter GFP-
Transduktion und DMSO-Zugabe (Abb. 22 a), b)). Lediglich fiir miR-145 zeigten sich zum
Teil hohere Werte, die allerdings auch mit hohen Standardabweichungen vergesellschaftet
waren. Die hochste Expression fiir miR-145 war bei Behandlung mit Tivantinib zu
beobachten, hier ergab sich nach 72 Stunden ein Induktionsfaktor von 5,9 + 3,3 (Abb. 22 b)).
Signifikante Verdnderungen durch eine rAd-ANp73-Transduktion in Kombination mit einer

Wirkstoffbehandlung gegeniiber der Referenz ergaben sich fiir keine der untersuchten miRs.

a) miR-Expression unter Regorafenib b) miR-Expression unter Tivantinib
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Abb. 22: Expression von miR-34a, miR-145 und miR-149 nach Behandlung mit
Regorafenib und Tivantinib bei Uberexpression von ANp73. Zugabe von a) Regorafenib
[5,1 uM] sowie b) Tivantinib [5,4 uM] zu Hep3B-Zellen 24 Stunden nach rAd-ANp73-
Transduktion und Inkubation fiir 24, 48 und 72 Stunden. Analyse der miR-Expression mittels
qRT-PCR gegeniiber DMSO-behandelten Zellen unter GFP-Expression, n=4.

Die Analyse von miR-192 und miR-194 ergab auch in diesem Ansatz keine relevante
Expressionssteigerung. Wie bereits bei Uberexpression von TAp73 oder ANp73 alleine wurde
auch nach Kombination der adenoviralen Transduktion von p73-Isoformen mit einer
medikamentosen Behandlung keine vergleichbare Induktion zu miR-34a, miR-145 und
miR-149 erreicht. Lediglich bei Behandlung von TAp73-liberexprimierenden Zellen mit
Regorafenib und Tivantinib wurde eine leichte, jedoch nicht signifikante Expression
beobachtet. Die hochste Expression zeigte sich hierbei fiir miR-192 nach 48 Stunden unter
Regorafenib-Behandlung und einem Steigerungsfaktor von 1,7 + 1,2 (Abb. 23 a)) sowie nach

24 Stunden unter Tivantinib mit einer Induktion um das 1,2 + 0,4-Fache bei Uberexpression
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von TAp73 (Abb. 23 b)). miR-194 wies zu den gleichen Zeitpunkten nach Zugabe von
Regorafenib einen Induktionsfaktor von 1,6 = 1,1 (Abb. 23 c)) und nach Tivantinib-
Behandlung von 1,4 + 0,6 auf (Abb. 23 d)). Bei Uberexpression von ANp73 bewegten sich
die relativen Expressionsfaktoren dieser miRs nach Regorafenib- oder Tivantinib-Behandlung
zwischen 0,6 und 1,3, bei TAp73-Uberexpression fiir alle anderen Therapeutika zwischen
0,5und 1,2 (Abb. 24 a), b)). Die einzig signifikante Expressionssteigerung ergab sich fiir
miR-194 72 Stunden nach Sorafenib-Behandlung im Vergleich von rAd-TAp73- zu
rAd-GFP-transduzierten Zellen (Abb. 24 b)). miR-192 hingegen zeigte lediglich einen
signifikant verringerten Gehalt bei Uberexpression von ANp73 oder GFP nach Behandlung
mit Doxorubicin zum Zeitpunkt 72 Stunden im Vergleich zur DMSO-Referenzbehandlung
(Abb. 24 a)). Die gezeigten Werte der miR-Expression unter TAp73- und ANp73-
Uberexpression beziehen sich dabei fiir alle miRs nach mehrfacher Reproduktion der Daten

auf unabhingige Versuchsansitze.
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Abb. 23: Expressionsverinderung von miR-192 und miR-194 unter Therapeutika-
Zugabe bei TAp73-Uberexpression. Analyse der miR-Expression nach adenoviraler
Uberexpression von TAp73 in Hep3B-Zellen fiir miR-192 unter Behandlung mit
a) Regorafenib [5,1 uM] und b) Tivantinib [5,4 uM] sowie fiir miR-194 unter Behandlung
mit ¢) Regorafenib [5,1 uM] und d) Tivantinib [5,4 uM] mittels qRT-PCR nach 24, 48 und
72 Stunden gegeniiber rAd-GFP-transduzierten Hep3B-Zellen unter DMSO-Behandlung als
Kontrolle, n=3.
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Zusammenfassend zeigten sich auch nach Behandlung mit HCC-Therapeutika keine
regulatorischen Effekte auf miR-192 und miR-194 in p73-iiberexprimierenden Zellen. Im
Gegensatz dazu wurde in Kombination mit einer Uberexpression von TAp73 ein induktiver
Einfluss durch Chemotherapeutika und targeted therapies, insbesondere durch den Wirkstoff
Tivantinib auf die Expression von miR-34a, miR-145 und miR-149 in Hep3B-Zellen

nachgewiesen sowie der antagonistische Effekt von ANp73 bestatigt.
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Abb. 24: Ubersicht der Expressionsverinderung von miR-192 und miR-194 unter
Therapeutika-Zugabe bei TAp73- oder ANp73-Uberexpression. Analyse des Gehalts an
miR-192 und miR-194 unter Behandlung mit verschiedenen Therapeutika nach 24, 48 oder
72 Stunden bei adenoviraler Uberexpression von TAp73 oder ANp73 in Hep3B-Zellen.
Untersuchung mittels qRT-PCR gegeniiber rAd-GFP-transduzierten Hep3B-Zellen unter
DMSO-Behandlung. Erhebung der Daten nach rAd-GFP-/ rAd-TAp73- (n=3) und
rAd ANp73-Uberexpression (n=4) in unabhiingigen Experimenten, * p<0,05. a) miR-192,
nach 72 Stunden signifikant hohere Expression in GFP-DMSO-Kontrollzellen gegeniiber
Doxorubicin-behandelten Zellen nach rAd-GFP-Transduktion (p=0,026) oder nach
rAd-ANp73-Transduktion (p=0,029). b) miR-194, signifikante Expressionssteigerung in GFP-
exprimierenden Zellen durch DMSO gegeniiber Doxorubicin nach 72 Stunden (p=0,022)
sowie durch Sorafenib-Behandlung in rAd-TAp73- gegeniiber rAd-GFP-transduzierten Zellen
nach 72 Stunden (p=0,019, One Way ANOV A, Tukey-Post-hoc-Analyse).
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3.3 Einfluss von Tivantinib auf die basale miR-Expression in Hep3B-

Zellen

Nachdem sich eine Induktion von miR-34a, miR-145 sowie miR-149 unter Uberexpression
von TAp73 und gleichzeitiger Wirkstoffbehandlung gezeigt hatte, sollten im Folgenden
Auswirkungen einer medikamentdsen Behandlung auf die basale miR-Expression ohne
Uberexpression von Transkriptionsfaktoren in Hep3B-Zellen untersucht werden. Aufgrund
der fehlenden Regulation von miR-192 und miR-194 unter den bisherigen
Versuchsbedingungen wurden diese miRs fiir die nachfolgenden Versuche als Kontrolle
betrachtet und ihre Expression daher weiter analysiert. Da die stirksten induktiven Effekte auf
die p73-abhidngige miR-Expression in den vorherigen Versuchen durch Tivantinib beobachtet
wurden, verwendeten wir zur Untersuchung weiterer Effekte auf HCC-Zellen ausschlieBlich
diesen Wirkstoff. In Anbetracht der noch weitgehend ungeklirten Wirkweise dieses
Medikaments erschien zudem eine weitere Betrachtung der molekularen Mechanismen
sinnvoll. Daher wurden Hep3B-Zellen mit Tivantinib behandelt und fiir 24, 48 und
72 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurden nach der Zellernte wie bereits in den vorherigen
Versuchen Western Blots sowie qRT-PCR-Analysen durchgefiihrt.

Die Untersuchung der endogenen Proteinspiegel von p63 ergab Schwankungen, die nicht
einheitlich einer bestimmten Behandlung zuzuordnen waren. Die Expression des endogenen
p73 zeigte dagegen keine ausgeprdgten Unterschiede im Probenvergleich (Abb. 25 a)).
Tivantinib scheint im Zeitverlauf somit keinen relevanten Einfluss auf die endogenen
Proteinmengen von p63 und p73 in Hep3B-Zellen zu nehmen.

Die Zugabe von Tivantinib zu nativen Hep3B-Zellen fiihrte zu einer Steigerung der miR-
Level im Vergleich zur DMSO-behandelten Kontrolle, die sich bei allen untersuchten miRs
mit einem Expressionspeak nach 48 Stunden zeigte. Die stirksten induktiven Effekte wurden
bei miR-145 beobachtet. Hier zeigte sich nach 48 Stunden eine Steigerung um den Faktor
7,4+ 4,5. Fiir miR-34a ergab sich eine maximale Expressionssteigerung um den Faktor
3,6 £ 1,4. miR-149, miR-192 und miR-194 zeigten relativ dhnliche Induktionsraten nach
48 Stunden, diese bewegten sich zwischen 2,1 und 2,5. Fine signifikante
Expressionsverdnderung durch die Zugabe von Tivantinib im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
ergab sich nach 24 Stunden fiir miR-34a und miR-145 sowie nach 48 Stunden fiir miR-34a,
miR-192 und miR-194. Im weiteren Zeitverlauf kam es bei allen miRs zu einer Abnahme der
Expression auf vergleichbare Level zu den 24-Stunden-Werten, die fiir miR-192 und miR-194
signifikant war (Abb. 25 b)).
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Vergleichend mit den Vorergebnissen wurden somit durch eine alleinige Tivantinib-Therapie
geringere Induktionsraten fiir miR-34a, miR-145 und miR-149 sowie ein fritherer Peak der
Expression als nach einer Kombinationsbehandlung mit TAp73-Uberexpression erreicht.
Zudem zeigten auch diese Ergebnisse keine relevanten induktiven Effekte des

Therapeutikums auf die Expression von miR-192 und miR-194.
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Abb. 25: Einfluss von Tivantinib auf die Expression von tumorsuppressiven miRs und
p53-Familienmitgliedern. Behandlung nativer Hep3B-Zellen fiir 24, 48 und 72 Stunden mit
Tivantinib (Tiva) [5,4 uM]. a) Untersuchung der endogenen Expression von p63 und p73
mittels Western Blots, n=3. b) qRT-PCR-Analyse der miR-Level von miR-34a, miR-145,
miR-149, miR-192 und miR-194 gegeniiber DMSO-behandelten Hep3B-Zellen, n=3,
* p<0,05. Signifikante Expressionszunahme durch Tivantinib im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle nach 24 Stunden fiir miR-34a (p=0,034) und miR-145 (p=0,0427). Maximale
Expressionssteigerung aller analysierten miRs durch Tivantinib im Vergleich zur DMSO-
Behandlung nach 48 Stunden mit Signifikanz fiir miR-34a (p=0,0323), miR-192 (p=0,015)
sowie miR-194 (p=0,0242, jeweils Student‘s t-Test). Nach 72 Stunden regrediente Level aller
miRs mit signifikant geringerer Expression fiir miR-192 (p=0,016) und miR-194 (p=0,022,
jeweils One Way ANOVA, Tukey-Post-hoc-Analyse) im Vergleich zu den 48-Stunden-
Werten.
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3.4 Dosisabhingige Effekte von Tivantinib auf die miR-Expression bei

basaler p73-Expression in Hep3B-Zellen

Im Anschluss sollte iiberpriift werden, ob eine Dosis-Wirkungsbeziehung von Tivantinib auf
die miR-Expression nicht-transduzierter Hep3B-Zellen besteht und ob ein Einfluss durch
verschiedene Dosierungen des Therapeutikums auf die Expression der p53-
Familienmitglieder —nachweisbar ist. Hierzu wurden native Hep3B-Zellen mit
unterschiedlichen Tivantinib-Konzentrationen behandelt. Die Konzentrationen wurden
ausgehend von der zuvor verwendeten Dosis von 5,4 uM bestimmt. Es wurde ein
Konzentrationsspektrum zwischen 0,5 und 10 uM festgelegt, fiir das Verdiinnungsreihen
angelegt wurden. Nach der Zugabe des Wirkstoffes zu den Zellen wurden diese fiir einen
Zeitraum von 48 Stunden inkubiert und anschlieBend RNA und Proteine extrahiert.

Im Western Blot zeigte sich in allen Replikaten eine erhohte Expression des p63-Proteins
nach einer Behandlung mit 5,4 und 10 uM Tivantinib im Vergleich zu einer Dosierung von
2,5 uM. Bei Konzentrationen von 0,5 und 1 uM zeigten sich dagegen keine einheitlichen
Veridnderungen der Proteinmenge von p63. Ein relevanter Effekt auf die endogene Bildung
von p73 durch verschiedene Dosierungen von Tivantinib war nicht nachweisbar (Abb. 26 a)).

Bei Analysen der miR-Expression mittels qRT-PCR zeigte sich filir keine der untersuchten
miRs ein konzentrationsabhiingiger Effekt durch Tivantinib gegeniiber den DMSO-
behandelten Kontrollen. Die hochsten Expressionsraten wurden flir alle miRs bei einer
Konzentration von 2,5 puM erzielt. Fir miR-145 und miR-149 ergab sich dabei ein
signifikanter Expressionsanstieg im Vergleich zu den Kontrollzellen. Zudem zeigten sich bei
dieser Dosis fiir alle miRs dhnliche Expressionsraten. miR-34a zeigte die hochste
Expressionssteigerung mit dem Faktor 3,4 + 1,8, fiir miR-145 und miR-192 ergab sich der
Faktor 2,4 + 0,1 bzw. 2,4 £+ 1,2, fiir miR-149 2,6 + 1,1 und fiir miR-194 der Faktor 2,8 + 1,0.
Im Gegensatz zum vorangehenden Versuch kam es bei der zuvor gewéhlten Konzentration
von 5,4 uM zu keinem relevanten induktiven Effekt auf die Expression dieser miRs
(Abb. 26 b)). Fiir einzelne Dosisintervalle ergaben sich signifikante Expressionsunterschiede,
ein stringenter dosisabhédngiger induktiver Effekt von Tivantinib auf die Expression von
miR-34a, miR-145, miR-149, miR-192 und miR-194 nativer Hep3B-Zellen wurde unter

diesen Versuchsbedingungen aber nicht nachgewiesen.
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Abb. 26: Untersuchung dosisabhiingiger Effekte von Tivantinib auf die endogene
Expression von p63 und p73 und die Bildung tumorsuppressiver miRs. Behandlung
nativer Hep3B-Zellen fiir 48 Stunden mit 0,5 uM, 1 uM, 2,5 uM, 5,4 uM sowie 10 uM
Tivantinib (Tiva). a) Analyse der endogenen Expression von p63 und p73 auf dosisabhingige
Verianderungen, n=3. b) Untersuchung der Expression von miR-34a, miR-145, miR-149,
miR-192 und miR-194 mittels qRT-PCR gegeniiber DMSO-behandelten Zellen, n=3,
* p<0,05, ** p<0,001. Hochste Expressionsraten flir alle miRs bei einer Tivantinib-
Konzentration von 2,5 uM mit signifikantem Ergebnis gegeniiber der DMSO-Kontrolle fiir
miR-145 (p=0,001) und miR-149 (p=0,029, jeweils One Way ANOVA, Tukey-Post-hoc-
Analyse). Keine nachweisbaren dosisabhéngigen Effekte auf analysierte miRs. Bei steigender
Wirkstoff-Konzentration von 0,5 auf 2,5 pM signifikant erhohte Expressionsraten fiir
miR-34a  (p=0,033, Kruskal Wallis ANOVA, Tukey-Post-hoc-Analyse), fiir
miR-145 (p<0,001), fiir miR-149 (p=0,005, jeweils One Way ANOVA, Tukey-Post-hoc-
Analyse) sowie fiir miR-194 (p=0,022 Kruskal Wallis ANOVA, Tukey-Post-hoc-Analyse).
Signifikante Verdnderungen fiir miR-145 bei einer Konzentration zwischen 0,5 und
1 uM (p<0,001), 0,5 und 10 uM (p=0,032), 2,5 und 5,4 pM (p=0,001) sowie 2,5 und
10 uM (p=0,002), zudem signifikant verminderte miR-149-Expression bei einem
Konzentrationsgefalle von 2,5 und 10 uM (p=0,009, jeweils One Way ANOVA, Tukey-Post-
hoc-Analyse).
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3.5 Dosisabhiingiger Einfluss von Tivantinib auf miR-Level bei

adenoviraler TAp73-Uberexpression
Da kein Einfluss einer Dosisdnderung von Tivantinib auf die miR-Expression nativer Hep3B-
Zellen nachweisbar war, wurde im Anschluss untersucht, ob Tivantinib in Gegenwart von p73
dosisabhingige Effekte auf den miR-Gehalt ausiibt. Bei Wirkstoff-Konzentrationen zwischen
0,5 und 10 pM in Kombination mit GFP- oder TAp73-Uberexpression wurde die miR-
Expression nach 48 Stunden analysiert. Zudem wurde mittels Western Blot der Nachweis
einer TAp73-Uberexpression in transduzierten Zellen gefiihrt (Abb. 27 a)). Um auch
Verdanderungen der endogenen Expression der p53-Familienmitglieder unter einer
adenoviralen Transduktion zu beriicksichtigen und damit mogliche weitere Einflussfaktoren
auf die miR-Expression auszumachen, wurden die p73-Level in rAd-GFP-transduzierten
Zellen und der endogene p53- sowie p63-Gehalt mit und ohne TAp73-Uberexpression
untersucht. Eine endogene Expression von p53 zeigte sich aufgrund der bekannten p53-
Defizienz der Hep3B-Zellen nicht (Abb. 27 b)). Wihrend die Uberexpression von p73 im
Western Blot deutlich nachweisbar war, ergab sich durch die Versuchsbedingungen kein

Einfluss auf die endogenen p63- und p73-Spiegel der Zellen (Abb. 27 a)).
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Abb. 27: Analyse dosisabhiingiger Effekte von Tivantinib auf die Expression von p53,
p63 und p73 bei Uberexpression von TAp73 oder GFP. Transduktion von Hep3B-Zellen
mit rAd-TAp73 bzw. rAd-GFP und Inkubation fiir 48 Stunden mit Tivantinib (Tiva) in einer
Konzentration von 0,5 pM, 1 pM, 2,5 uM, 5,4 uM oder 10 pM, Verwendung von DMSO als
Kontrolle. a) Untersuchung der endogenen p63-Expression und der Uberexpression von p73,
n=3. b) Analyse des endogenen p53-Gehaltes, n=2 und der endogenen p73-Expression, n=3 in
rAd-GFP-transduzierten Hep3B-Zellen.

Die qRT-PCR-Daten zeigten eine Induktion aller untersuchten miRs. Diese war bei miR-34a,
miR-145 und miR-149 unter Uberexpression von TAp73 am stirksten ausgeprigt. Vor allem
in Gegenwart einer Konzentration von 5,4 uM oder 10 pM wurden erhdhte Expressionsraten
erzielt. Fir miR-34a wurde bei hochster Tivantinib-Konzentration eine relative
Expressionssteigerung um den Faktor 15,5+ 3,7 bei vorheriger rAd-TAp73-Transduktion
beobachtet, wihrend in der GFP-Kontrolle nur ein Faktor von 1,6 =+ 1,3 erreicht wurde
(Abb. 28 a)). Die Expression von miR-145 steigerte sich um den Faktor 11,3 + 3,1 bzw.
24,4 + 6,6 bei einer Konzentration von 5,4 uM bzw. 10 uM Tivantinib in Kombination mit
einer TAp73-Uberexpression; bei GFP-Expression kam es zu einem Anstieg um den Faktor
4,1 £ 2,1 bzw. 7,4 = 7,2. In der Analyse der miR-145-Level ergab sich durch Kombination

aus Uberexpression von TAp73 und der hdchsten getesteten Tivantinib-Konzentration eine
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signifikante Expressionszunahme gegeniiber allen anderen Behandlungen (Abb. 28 b), nur
teilweise dargestellt). Die insgesamt hochsten Expressionsraten dieser Versuchsreihe zeigten
sich fiir miR-149. Auffallend war eine anhaltend hohe Expression von miR-149 iiber alle
verwendeten Dosen hinweg. Bereits bei einer Wirkstoffkonzentration von 0,5 uM zeigte sich
nach rAd-TAp73-Transduktion eine relative Expressionsrate von 20,5 +15,0. Auch die
Kontrollbehandlung mit DMSO fiihrte zu einer starken Expressionssteigerung um den Faktor
16,6 = 5,4. Unter Zugabe von 5,4 uM Tivantinib wurde bei rAd-TAp73-Transduktion ein
Induktionsfaktor von 25,0 + 17,9 gegeniiber 1,3 + 0,6 bei rAd-GFP-Transduktion erreicht. Die
Behandlung mit der hochsten Tivantinib-Dosis flihrte zu einem Anstieg der miR-149-Spiegel
um den Faktor 27,4+ 15,8 mit TAp73-Uberexpression gegeniiber der Kontrolle. Nach
rAd-GFP-Transduktion ergab sich lediglich der Faktor 1,2 & 1,0 in der Kontrolle (Abb. 28 c)).
Demnach zeigten sich fiir miR-149 grofe induktive Effekte, die allerdings im Vergleich zu
miR-34a und miR-145 {iber alle Konzentrationen stark ausgeprdgt waren und im Vergleich
einen geringeren prozentualen Anstieg in Abhédngigkeit der Dosis beobachten lieBen. Zudem
fiel auf, dass es auch unter Zugabe von DMSO bei vorheriger rAd-TAp73-Transduktion im
Vergleich zur GFP-Kontrolle zu einer Steigerung der Expression von miR-34a, miR-145 und
miR-149 kam, die fiir letztere wiederum am stérksten ausgeprégt war. Somit ist hier von
einem p73-abhédngigen Effekt auszugehen, der anhand dieser Ergebnisse den groBten Einfluss
auf miR-149 auszuiiben scheint. Dies zeigt sich auch in nur geringen Induktionsraten unter
rAd-GFP-Transduktion mit maximal 2,4 + 1,1 fiir miR-34a, 7,4 +7,2 fiir miR-145 und
2,8 £ 1,2 fiir miR-149.

miR-192 und miR-194 hingegen zeigten auch unter Einfluss von TAp73 nur in Gegenwart
von 10 uM Tivantinib relevante Expressionsédnderungen. Diese waren mit Steigerungsraten
von 2,1 = 0,5 bzw. 2,4 + 0,6 im Vergleich zu den anderen miRs am geringsten ausgeprégt.
Signifikante Verdnderungen wurden nicht beobachtet. Unter rAd-GFP-Transduktion wurde
dagegen keine Expressionsidnderung gegeniiber der DMSO-Kontrolle erzielt (relative
Expression von 0,9 + 0,8 bzw. 1,0 + 1,0) (Abb. 28 d), ¢)).

Zusammenfassend wurde fiir alle untersuchten miRs eine Zunahme der bereits beschriebenen
induktiven Effekte durch eine Kombination aus TAp73-Uberexpression und Tivantinib bei

hoher Wirkstoff-Konzentration erzielt (Abb. 29).
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Abb. 28: Analyse dosisabhéingiger Effekte von Tivantinib auf die Expression von miRs
bei Uberexpression von TAp73 oder GFP. Transduktion von Hep3B-Zellen mit rAd-TAp73
bzw. rAd-GFP und anschlieBende Inkubation mit Tivantinib (Tiva) in den Konzentrationen
0,5 uM, 1 uM, 2,5 uM, 5.4 uM sowie 10 uM fiir 48 Stunden, Verwendung von DMSO als
Kontrolle (relative Expression 1,0, nicht dargestellt). Analyse des Gehalts verschiedener miRs
durch gqRT-PCR-Analysen gegeniiber DMSO-behandelten GFP-Kontrollen, n=3, * p<0,05,
** p<0,001. Deutlich gesteigerte miR-Expression unter Behandlung mit Tivantinib nach
rAd-TAp73- gegeniiber rAd-GFP-Transduktion in allen Konzentrationen fiir a) miR-34a,
b) miR-145, mit signifikanten Expressionsverdnderungen nach rAd-TAp73-Transduktion und
Behandlung mit 10 uM Tivantinib gegeniiber DMSO (p<0,001), 0,5 uM (p<0,001), 1 uM
(p<0,001), 2,5 uM (p<0,001), 5,4 uM (p=0,009) sowie gegeniiber rAd-GFP-transduzierten
Zellen und Behandlung mit DMSO (p<0,001), 0,5 uM (p<0,001), 1 uM (p<0,001),
2,5 uM (p<0,001), 5,4 uM (p<0,001) und 10 uM Tivantinib (p<0,001, jeweils One Way
ANOVA, Tukey-Post-hoc-Analyse, ¢) miR-149. Keine signifikanten Expressions-
Verdnderungen fiir d) miR-192 und e) miR-194 bei diesen Versuchsbedingungen.
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Expressionsveranderung der miRs in Abhdngigkeit der Tivantinib-Dosis
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Abb. 29: Zusammenfassende Ubersicht der Analyse dosisabhiingiger Effekte von
Tivantinib auf die Expression von miRs bei Uberexpression von TAp73 oder GFP.
Transduktion von Hep3B-Zellen mit rAd-TAp73 bzw. rAd-GFP und anschlieBende
Inkubation mit Tivantinib (Tiva) fiir 48 Stunden in den Konzentrationen 0,5 puM, 1 puM,
2,5 uM, 5,4 uM oder 10 uM, Verwendung von DMSO als Kontrolle (relative Expression 1,0,
nicht dargestellt). Zusammenfassende Ubersicht der Expressionsanalyse und Signifikanzen
fiir miR-34a, miR-145, miR-149, miR-192 und miR-194, n= 3, * p<0,05, ** p<0,001.

3.6 Einfluss von Tivantinib auf die Expression von Mitgliedern der p53-

Familie und miRs in HepG2-Zellen im Zeitverlauf

Im Anschluss an den Nachweis einer Dosis-Wirkungsbeziehung von Tivantinib auf einige
miRs unter TAp73-Uberexpression in p53-defizienten Hep3B-Zellen sollte der Einfluss der
targeted therapy auf Zellen mit basaler Expression aller p53-Familienmitglieder untersucht
werden. Hierfiir wurden HepG2-Zellen verwendet, da diese sowohl p53, p63 als auch p73 in
der Wildtyp-Form exprimieren. In Analogie zu den vorhergehenden Experimenten wurden
die Zellen mit einer Konzentration von 5,4 uM Tivantinib behandelt und fiir bis zu
72 Stunden inkubiert. Nach Ernte der Zellen wurden Analysen mittels qRT-PCR und
Western Blot angeschlossen. Auch hier wurden zur Kontrolle und Normierung DMSO-
behandelte Zellen verwendet, die unter den gleichen Versuchsbedingungen kultiviert wurden.

Im Western Blot erfolgte die Untersuchung der endogenen Expression der Mitglieder der
pS3-Familie. Dabei ergab sich ein Anstieg der endogenen p53-Expression durch eine
Behandlung mit Tivantinib im Zeitverlauf, wahrend es zu einer Verminderung der endogenen
p63-Level kam. Demgegeniiber wurde keine Verdnderung des endogen gebildeten p73 unter
Tivantinib-Behandlung festgestellt. DMSO-behandelte Zellen zeigten dagegen eine Abnahme
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der p53-Expression nach 72 Stunden. Die p63-Bildung schien hier unbeeinflusst, wihrend
sich in einem Teil der replizierten Blots ein Anstieg an p73 nach 72 Stunden abzeichnete. In
Analogie zu DMSO ergab sich bei Analyse der unbehandelten Zellen eine Verminderung der
p53-Proteinmenge iiber die Zeit. Die Synopse der Versuchsreplikate lie in diesen Zellen
einen leichten Anstieg der p63-Expression vermuten, wihrend der Gehalt an p73 iiber den

Zeitverlauf der Behandlung konstant oder leicht absteigend erschien (Abb. 30).
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Abb. 30: Untersuchung von Tivantinib-abhingigen Verinderungen der Expression von
p53-Familienmitgliedern in HepG2-Zellen im Zeitverlauf. Inkubation von HepG2-Zellen
fiir 24, 48 und 72 Stunden mit Tivantinib (Tiva) [5,4 uM], anschlieBende Analyse der
Expression des endogenen p53-, p63- und p73-Proteins im Western Blot, n=3.

Die Ergebnisse der qRT-PCR ergaben eine leichte Expressionssteigerung aller untersuchten
miRs nach 24 Stunden. miR-34a zeigte einen Induktionsfaktor von 3,2 + 2,1, miR-145 von
3,3 £ 2,6 und miR-149 von 1,9 £ 0,9. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der meisten
vorherigen Versuche wurde auch eine Induktion von miR-192 und miR-194 beobachtet.
Dabei zeigte sich eine Steigerung der Expression um den Faktor 2,2+ 1,4 bzw. 2,4+ 1,4
gegeniiber der DMSO-Kontrolle. Ein signifikanter Expressionsunterschied ergab sich
aufgrund hoher Standardabweichungen in den Triplikaten lediglich fiir miR-192 nach
72 Stunden mit einem deutlich verminderten miR-Gehalt nach Tivantinib-Behandlung im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Auffallend war, dass sich fiir alle untersuchten miRs eine
Abnahme der Expressionsraten nach 48 und 72 Stunden zeigte. Im Unterschied zu den
Vorergebnissen in Hep3B-Zellen zeigte sich in HepG2-Zellen also ein fritherer Peak der

Expression bei basalen p53-, p63- und p73-Leveln (Abb. 31).
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miR-Expression im Zeitverlauf unter Tivantinib in HepG2-Zellen
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Abb. 31: Untersuchung von Tivantinib-abhingigen Verinderungen des Gehaltes von
tumorsuppressiven miRs in HepG2-Zellen im Zeitverlauf. Inkubation von HepG2-Zellen
mit Tivantinib [5,4 uM] fiir 24, 48 und 72 Stunden und anschlieBende Analyse der Expression
von miR-34a, miR-145, miR-149, miR-192 und miR-194 gegeniiber DMSO-behandelten
Zellen mittels qRT-PCR-Analysen, n=3, * p<0,05. Signifikante Expressionsabnahme unter
Tivantinib-Behandlung fiir miR-192 nach 72 Stunden im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
(p=0,022, Student‘s t-Test).

3.7 Wirkung von Tivantinib auf die metabolische Aktivitit von nativen

HepG2- und adenoviral transduzierten Hep3B-Zellen
Abschliefend wurde der Einfluss einer Tivantinib-Behandlung auf die Stoffwechselaktivitit
von HCC-Zelllinien untersucht. Durch MTS-Assays sollte geklart werden, ob eine Inkubation
mit dem Therapeutikum iiber 24, 48 oder 72 Stunden und die damit verbundenen Effekte auf
das miR-Profil zu Verdnderungen im Metabolismus der Zellen anhand einer Bestimmung der
Reduktionsdquivalente NADH und NADPH fiihren. Initial sollte der Einfluss der Therapie bei
basaler Expression der p53-Familienmitglieder untersucht werden. Daher wurden HepG2-
Zellen in Analogie zu den vorherigen Untersuchungen in einem Konzentrationsbereich von
0,5 bis 10 uM Tivantinib {iiber 48 Stunden behandelt. Als Positivkontrolle fiir die
Verdnderung der NAD(P)H-Menge und die Auslosung von Zelltod wurde Antimycin A
zugegeben, das durch Hemmung von Komplex-III der Atmungskette in Mitochondrien zu
einer vermehrten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies mit konsekutiver Auslésung von
Apoptose fithrt [253-255]. Da fir Hepa 1-6- und Huh-7-Zellen ein leichtgradiger
zytotoxischer Effekt bei einer Konzentration von 1 pg/ml beschrieben ist [256], wurde fiir die
Verwendung des Wirkstoffes als Kontrollsubstanz eine Dosis von 100 uM gewihlt, um eine

moglichst starke zellschddigende Wirkung zu erreichen. Unter diesen Bedingungen zeigte
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sich jedoch nur eine geringe Verdnderung der Stoffwechselaktivitit der Zellen. Durch die
hochste Tivantinib-Konzentration wurde in Relation zur DMSO-behandelten Kontrolle
weiterhin eine zellulire NAD(P)H-Konzentration von 91,9% gemessen, unter Antimycin A
sogar von 95,5% (nicht dargestellt). Aufgrund der nur geringen Verdnderung der
metabolischen Leistung in diesem Konzentrationsbereich wurde in den Folgeversuchen eine
Dosiseskalation mit einem zusétzlichen Konzentrationsbereich von 5 bis 100 uM Tivantinib
durchgefiihrt. Die Dosis von Antimycin A wurde auf 200 uM, 1 mM und 2 mM erhoht. Im
Dosisbereich von 0,5 bis 10 uM des c-Met-Inhibitors wurde auch bei Reproduktion der
Versuche nur eine méfBige Verringerung der Substratumsetzung des MTS-Reagenz erzielt. Im
Mittel zeigte sich eine Abnahme der zelluliren NAD(P)H-Konzentration von 92,3% + 6,2%
bei einer Konzentration von 0,5 uM Tivantinib auf 84,1% + 12,1% bei 10 uM Tivantinib im
Vergleich zur DMSO-Behandlung (Abb. 32 a)). Demgegeniiber kam es im eskalierten
Dosisbereich zu einem kontinuierlichen Abfall der metabolischen Aktivitit der HepG2-Zellen
von 92,2% +2,0% bei einer Konzentration von 5 uM Tivantinib auf 5,4% + 1,0% unter
100 uM der targeted therapy (Abb. 32 b)). Eine eskalierte Dosis an Antimycin A, egal ob 1
oder 2 mM, vermittelte demgegeniiber allerdings nur eine Verminderung der
Stoffwechselleistung auf 33,8% bzw. 36,5%. Somit wurde mittels dieser Versuchsreihe
nachgewiesen, dass eine hohe Konzentration des Therapeutikums Tivantinib zu einer
ausgepragten Einschrinkung der metabolischen Aktivitit von HepG2-Zellen unter basaler

Expression der Transkriptionsfaktoren der pS3-Familie fiihrt.
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a) Stoffwechselaktivitat von HepG2-Zellen nach Behandlung mit
verschiedenen Wirkstoffen, niedriger Konzentrationsbereich
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Abb. 32: Untersuchung der Stoffwechselaktivitit von HepG2-Zellen nach Zugabe von
Tivantinib. Inkubation nativer HepG2-Zellen mit Tivantinib (Tiva) in zwei verschiedenen
Konzentrationsbereichen fiir 48 Stunden. Verwendung von Antimycin A, DMSO sowie
unbehandelten Zellen als Kontrolle, Festsetzung der Stoffwechselaktivitit DMSO-behandelter
Zellen auf 100% als Referenz. Anfertigung von Triplikaten fiir jede Behandlung innerhalb
eines Versuches zur Ermittlung eines Mittelwertes.

a) Stoffwechselaktivitit nativer HepG2-Zellen ohne Behandlung, nach DMSO-Zugabe, unter
0,5 uM, 1 uM, 2,5 uM, 5,4 uM oder 10 uM Tivantinib, n=3 oder 100 uM Antimycin A, n=2.
b) Stoffwechselaktivitit nativer HepG2-Zellen unter DMSO-Behandlung, nach Zugabe von
5 uM, 10 uM, 25 uM, 54 uM oder 100 uM Tivantinib, n=2 oder 1 mM Antimycin A, n=1.

Im Anschluss sollte gekldrt werden, wie sich Hep3B-Zellen unter diesen
Versuchsbedingungen verhalten. In Analogie zu und zur besseren Vergleichbarkeit mit den
Vorergebnissen wurde eine TAp73- bzw. GFP-Uberexpression durch adenovirale
Transduktion induziert. Darauthin wurden die Zellen fiir 24, 48 oder 72 Stunden mit den oben
genannten Konzentrationen von Tivantinib behandelt. Antimycin A wurde in einer Dosis von
100 uM und 1 mM verwendet, DMSO-behandelte Zellen dienten auch hier als Kontrolle.

Nach 24 Stunden zeigte sich lediglich bei einer Konzentration von 100 uM Tivantinib sowohl
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unter Uberexpression von GFP als auch von TAp73 eine deutliche Reduktion der

Stoffwechselleistung auf 25,7% bzw. 33,2% (Abb. 33 a), b)).

a) Stoffwechselaktivitat von Hep3B-Zellen nach verschiedenen Therapien,
niedriger Konzentrationsbereich, 24h
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Abb. 33: Untersuchung der Stoffwechselaktivitit von Hep3B-Zellen 24 Stunden nach
Zugabe von Tivantinib. Transduktion von Hep3B-Zellen mit rAd-GFP oder rAd-TAp73 und
Inkubation fiir 24 Stunden unbehandelt oder nach Behandlung mit Tivantinib (Tiva),
Antimycin A oder DMSO. Festsetzung der Stoffwechselaktivitit DMSO-behandelter Zellen
auf 100% als Referenzwert. Anfertigung von Triplikaten fiir jede Behandlung innerhalb eines
Versuches zur Generierung von Mittelwerten.

a) Stoffwechselaktivitit von rAd-GFP- oder rAd-TAp73-transduzierten Hep3B-Zellen nach
24-stiindiger Inkubation ohne Behandlung, nach DMSO-Zugabe, unter 0,5 pM, 1 uM,
2,5 uM, 5,4 uM oder 10 uM Tivantinib oder 100 uM Antimycin A, n=1.

b) Stoffwechselaktivitdt von rAd-GFP- oder rAd-TAp73-transduzierten Hep3B-Zellen nach
24-stiindiger Inkubation ohne Behandlung, unter DMSO-Behandlung, nach Zugabe von
5 uM, 10 uM, 25 uM, 54 uM oder 100 uM Tivantinib oder | mM Antimycin A, n=1.

Bei einer Inkubationszeit von 48 Stunden wurde hingegen nach rAd-GFP-Transduktion
bereits bei einer Konzentration von 10 uM Tivantinib eine Verminderung der metabolischen
Aktivitdt auf 85,5% und bei einer Dosis von 100 uM Tivantinib auf 11,7% beobachtet
(Abb. 34 a), b)). Demgegeniiber zeigte sich bei Uberexpression von TAp73 zu diesem

103



Zeitpunkt kein kontinuierlicher Abfall im Substratumsatz bei steigender Konzentration der
targeted therapy. Im Dosisbereich zwischen 0,5 und 10 pM wurde die niedrigste
Stoffwechselaktivitit bei einer Konzentration von 1 uM beobachtet, sie betrug im Vergleich
zur DMSO-Kontrolle 75,6% (Abb. 34 a)). Bei Steigerung der Dosis auf die
Hochstkonzentration von 100 uM kam es zu einer Reduktion auf 17,7% (Abb. 34 b)).

a) Stoffwechselaktivitat von Hep3B-Zellen nach verschiedenen Therapien,
niedriger Konzentrationsbereich, 48h
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Abb. 34: Untersuchung der Stoffwechselaktivitit von Hep3B-Zellen 48 Stunden nach
Zugabe von Tivantinib. Transduktion von Hep3B-Zellen mit rAd-GFP oder rAd-TAp73 und
Inkubation fiir 48 Stunden unbehandelt oder nach Behandlung mit Tivantinib (Tiva),
Antimycin A oder DMSO. Festsetzung der Stoffwechselaktivitit DMSO-behandelter Zellen
auf 100% als Referenzwert. Anfertigung von Triplikaten fiir jede Behandlung innerhalb eines
Versuches zur Generierung von Mittelwerten.

a) Stoffwechselaktivitit von rAd-GFP- oder rAd-TAp73-transduzierten Hep3B-Zellen nach
48-stiindiger Inkubation ohne Behandlung, nach DMSO-Zugabe, unter 0,5 pM, 1 uM,
2,5 uM, 5,4 uM oder 10 uM Tivantinib oder 100 uM Antimycin A, n=1.

b) Stoffwechselaktivitdt von rAd-GFP- oder rAd-TAp73-transduzierten Hep3B-Zellen nach
48-stlindiger Inkubation ohne Behandlung, unter DMSO-Behandlung, nach Zugabe von
5 uM, 10 uM, 25 uM, 54 uM oder 100 uM Tivantinib oder | mM Antimycin A, n=1.
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Stoffwechselaktivitat von Hep3B-Zellen nach verschiedenen Therapien,
niedriger Konzentrationsbereich, 72h
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Abb. 35: Untersuchung der Stoffwechselaktivitit von Hep3B-Zellen 72 Stunden nach
Zugabe von Tivantinib. Transduktion von Hep3B-Zellen mit rAd-GFP oder rAd-TAp73 und
Inkubation flir 72 Stunden unbehandelt oder nach Behandlung mit Tivantinib (Tiva),
Antimycin A oder DMSO. Festsetzung der Stoffwechselaktivitit DMSO-behandelter Zellen
auf 100% als Referenzwert. Anfertigung von Triplikaten fiir jede Behandlung innerhalb eines
Versuches zur Generierung von Mittelwerten.

a) Stoffwechselaktivitit von rAd-GFP- oder rAd-TAp73-transduzierten Hep3B-Zellen nach
72-stiindiger Inkubation ohne Behandlung, nach DMSO-Zugabe, unter 0,5 uM, 1 pM,
25uM, 54 upuM oder 10 puM Tivantinib oder 100 puM Antimycin A, n=I.
b) Stoffwechselaktivitit von rAd-GFP- oder rAd-TAp73-transduzierten Hep3B-Zellen nach
72-stiindiger Inkubation ohne Behandlung, unter DMSO-Behandlung, nach Zugabe von
5 uM, 10 uM, 25 uM, 54 uM oder 100 uM Tivantinib oder | mM Antimycin A, n=1.

Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden zeigte sich in beiden Behandlungszweigen fiir
beide Konzentrationsbereiche ein relativ kontinuierlicher Abfall der metabolischen Kapazitét
bei Steigerung der Tivantinib-Dosis. Bei Konzentrationen zwischen 0,5 und 10 uM des
Therapeutikums zeigte sich unter GFP-Uberexpression eine stirkere Reduktion des
Substratumsatzes, im eskalierten Dosisbereich hingegen kam es unter TAp73-Uberexpression
zu grofleren Effekten. So wurde nach rAd-GFP-Transduktion bei einer Dosis von 10 uM eine
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Aktivitit von 85,8% im Vergleich zu 91,4% unter rAd-TAp73 beobachtet (Abb. 35 a)). Bei
einer Konzentration von 100 pM der targeted therapy kam es dagegen unter Uberexpression
von TAp73 zu einer Reduktion auf 22% im Gegensatz zu 5,2% bei
GFP-Behandlung (Abb. 35 b)).

Im Gegensatz zu den im Vorfeld beschriebenen Ergebnissen bei Analyse der HepG2-Zellen
erwies sich in den Hep3B-Zellen eine Zugabe von Antimycin A sowohl in einer
Konzentration von 100 uM als auch von 1 mM als starker Einflussfaktor auf die metabolische
Aktivitit. Bei Uberexpression von GFP ergab sich im Zeitverlauf eine Reduktion der
Stoffwechselleistung von 83,1% auf 67,3% in der geringeren Konzentration und von 39,1%
auf 32,1% bei hoherer Dosis. Eine vorherige rAd-TAp73-Transduktion fiihrte zu einer
Verminderung von 81,0% auf 50,4% in der niedrigeren Dosierung im Vergleich zu einem
Abfall von 47,5% auf 41,6% bei einer Konzentration von 1 mM Antimycin A (Abb. 33 — 35).
Entsprechend zeigte sich auch bei dieser Substanz eine kinetische Abhéngigkeit in Bezug auf
die Inkubationszeit.

Zusammenfassend fiihrte Tivantinib nicht nur zur beschriebenen Induktion tumorsuppressiver
miRs in HCC-Zelllinien, sondern sowohl in HepG2-Zellen unter basaler Expression der p53-
Familie als auch in Hep3B-Zellen unabhingig von einer TAp73-Uberexpression zu einer
Verminderung der Stoffwechselleistung. Hohe Konzentrationen des Therapeutikums
Tivantinib nehmen somit Einfluss auf die metabolische Aktivitdt verschiedener HCC-
Zelllinien. Dies stellt eine potenzielle Endstrecke der Verdnderungen des miR-Profils im HCC

dar.

106



4 Diskussion

4.1 Rolle von miRs im HCC
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Isoformen TAp73 und ANp73 auf die

Expression von miRs in HCC-Zelllinien, auch unter Beriicksichtigung verschiedener
Systemtherapien untersucht. Die Relevanz unterschiedlicher miRs im HCC ist in der Literatur
beschrieben. Analysen von Gewebeproben primérer Leberkarzinome haben verdnderte
Expressionsmuster verschiedener miRs gezeigt. Dies gilt auch fiir die hier untersuchten
miR-34a, miR-145, miR-149, miR-192 und miR-194. Wihrend fiir miR-34a und miR-149 in
verschiedenen Arbeiten eine zum Teil erhohte, zum Teil erniedrigte Expression im
Tumorgewebe beschriecben wurde [257-260], wiesen miR-145, miR-192 und miR-194
verminderte Level im HCC auf [258,261-263]. Allen genannten miRs werden iiberwiegend
tumorsuppressive Funktionen zugesprochen [257,259,261,262,264]. Allerdings wurden die
Effekte der Tumorunterdriickung nicht in allen Arbeiten und Geweben nachgewiesen
[213,260,265]. Die Vielzahl an Studien und die teilweise Inkongruenz der erhobenen Daten
beziiglich der Eigenschaften und des Verhaltens dieser miRs in unterschiedlichen Zelllinien
und Geweben zeigt, dass es sich um komplexe gewebeabhidngige Signalsysteme handelt, die

einer sensiblen Regulation unterliegen.

4.2 TAp73-abhingige Induktion von miR-34a, miR-145 und miR-149

Dass die Expression von miR-34a und miR-145 einer direkten Regulation und Induktion
durch den ,,Wiachter des Genoms* p53 unterliegt [266,267], ist bereits bekannt. Auch
miR-149 wurde in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe als Zielstruktur von p53 identifiziert
[243]. Welche Rolle andere Transkriptionsfaktoren der p5S3-Familie und deren Isoformen fiir
die Expression dieser miRs spielen, ist im HCC im Gegensatz zu anderen Geweben allerdings
bisher nicht untersucht. miR-34a wird beispielweise in Osteosarkom- und Neuroblastom-
Zelllinien durch Uberexpression von TAp73a und TAp73p induziert [228,229]. Auch eine
Induktion von miR-145 durch TAp73- und ANp73-Isoformen in der akuten
Promyelozytenleukdmie wurde beobachtet [232]. Durch den Nachweis signifikanter
induktiver Effekte durch TAp73 im Vergleich zu ANp73 auf die Expression von miR-34a,
miR-145 und miR-149 in Hep3B-Zellen bestdtigen unsere Ergebnisse die in den Vorarbeiten
beschriebene p73-abhingige Regulation dieser drei miRs im HCC [243]. Da sich weder in
unbehandelten Kontroll-Zellen noch unter Uberexpression der als onkogen geltenden Isoform

ANp73 ein relevanter Expressionsanstieg der untersuchten miRs zeigte, handelt es sich hier
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um einen TAp73-spezifischen und anhand unserer Daten ebenso zeitabhidngigen Effekt.
Angesichts der bekannten pro-apoptotischen Eigenschaften von TAp73 legt diese miR-
Induktion einen neuen Mechanismus der Tumorsuppression im HCC nahe. Zusammenfassend
wurde in unserer Arbeitsgruppe durch diese Arbeit und die Vorarbeiten somit erstmals die
Regulation der Expression von miR-149 durch TAp73 und von miR-34a, miR-145 und
miR-149 im HCC nachgewiesen (Abb. 36).

Hep3B

Uberexpression von
TAp73

miR-34a miR-145 miR-149

Induktion

Abb. 36: Induktion von miR-34a, miR-145 und miR-149 durch Uberexpression von
TAp73 in Hep3B-Zellen im Zeitverlauf.

4.3 TAp73-unabhingige Expression von miR-192 und miR-194

Demgegeniiber wurden fiir miR-192 und miR-194 keine relevanten TAp73-abhingigen
Expressionsverdnderungen beobachtet (Abb. 37). Andere Studien zeigten verschiedene
Regulationsmechanismen fiir diese miRs, ein Zusammenspiel mit TAp73 findet sich darunter
— wie bei unseren Ergebnissen — nicht. Das Chemotherapeutikum Cisplatin beispielsweise
fiilhrt in Blasenkarzinomen zu einer gesteigerten Expression von miR-194-5p [268], unter
Einfluss von Methotrexat wurde Ahnliches fir miR-192 in Kolonkarzinomzellen
nachgewiesen. Songet al. zeigten dabei eine Regulationsschleife mit dem
Transkriptionsfaktor p53 auf, der bei ektoper Expression von miR-192 induziert wird und
unter Behandlung mit dem Dihydrofolat-Reduktase-Inhibitor selbst zu einer vermehrten
Bildung von miR-192 beitrdgt. Dies ermdglicht tumorsuppressive Effekte, wie
Zellzykluskontrolle oder verminderte Zellproliferation [184]. In Kongruenz zu diesen
Ergebnissen wurde eine direkte Regulation von miR-192 und miR-194 durch p53

nachgewiesen [266,267,269-271], auch in HCC-Zellen [272,273]. Bei Bender wurden die
108



induktiven Effekte von p53 auf die genannten miRs in Hep3B-Zellen in Microarray- und
gRT-PCR-Analysen jedoch nicht beobachtet. Ebenso ergab sich weder in den Vorarbeiten
noch in der vorliegenden Arbeit ein Einfluss durch eine Uberexpression von TAp73 [243].
Eine mogliche Erkldrung stellt das Fehlen komplementirer Bindestellen zwischen der von uns
verwendete TAp73-Isoform und den beiden miRs dar. Fiir die 3°UTR von p53-Isoformen ist
eine unterschiedliche Anzahl von Bindestellen fiir verschiedene miRs beschrieben. Dadurch
konnen inkongruente Effekte zwischen der Expression von miRs, verschiedenen
Transkriptionsfaktoren und deren Isoformen entstehen [271]. Absente Bindestellen bedingen
so moglicherweise die fehlende Regulation von miR-192 und miR-194 durch TAp73. Da sich
in den Signalsystemen, in die die miRs und die p53-Superfamilie eingreifen, haufig
Feedback-Schleifen finden, lassen sich im Umkehrschluss auch spezifische Effekte der
Transkriptionsfaktoren auf die miRs in Abhéngigkeit der Isoform vermuten. Zur Beurteilung
moglicher Interaktionen von miR-192 und miR-194 mit TAp73 ist somit eine Auswertung
von Bindestellen in HCC-Zelllinien nétig, angesichts der aktuellen Datenlage ist allerdings

kein tumorsuppressiver Effekt von TAp73 durch miR-192 und miR-194 zu vermuten.
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Abb. 37: Fehlende signifikante Expressionsverinderung von miR-192 und miR-194
durch TAp73-Expression in Hep3B-Zellen.

4.4 Unbeeinflusste Expression oder negative Regulation der untersuchten

miRs durch ANp73

Im Gegensatz zu TAp73 handelt es sich bei den bekannten Interferenzen der onkogenen
ANp73-Isoform mit tumorsuppressiv wirkenden miRs um negative Effekte im Sinne einer
Expressionsminderung. Alla et al. zeigten beispielsweise eine gesteigerte Chemoresistenz

durch eine ANp73-abhingige Unterdriickung der Expression von miR-205 im malignen
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Melanom [233]. Durch eine Verminderung der tumorsuppressiven miR-885-5p und eine
Steigerung der Expression des Transmembranrezeptors fiir IGF-1 durch ANp73 wurde zudem
ein Einfluss auf Therapieansprechen und Stammzelleigenschaften von Melanomzellen
nachgewiesen [234]. Diese Arbeiten bestitigen onkogene Eigenschaften von ANp73 durch
Hemmung tumorsuppressiver miRs, Auswirkungen auf die Expression von miR-34a,
miR-145, miR-149, miR-192 und miR-194 sind aber nicht bekannt. In der vorliegenden
Arbeit wurden in Hep3B-Zellen keine signifikanten Expressionsverdnderungen der
untersuchten miRs durch diesen Transkriptionsfaktor nachgewiesen (Abb. 38). Der
unverinderte Gehalt an miR-192 und miR-194 sowohl unter Uberexpression von TAp73 als
auch von ANp73 legt nahe, dass diese beiden miRs in HCC-Zelllinien generell keinem
Einfluss durch p73-Isoformen unterliegen. Dagegen wurden erstmals signifikante und
spezifische Effekte von TAp73 gegeniiber ANp73 auf miR-34a, miR-145 und miR-149
nachgewiesen, die die bekannten antagonistischen Eigenschaften dieser beiden Isoformen
untermauern. Unsere Ergebnisse bestdtigen somit den tumorsuppressiven Effekt von TAp73
durch Induktion von miR-34a, miR-145 und miR-149 in Hep3B-Zellen sowie eine

gegenldufige Regulation durch die dominant negativen Isoformen von p73.
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Abb. 38: Unverinderte Expression oder negative Regulation der untersuchten miRs
durch ANp73.

4.5 Steigerung der TAp73-abhingigen Expression von miR-34a, miR-145
und miR-149 durch Tivantinib

Die Kombination der rAd-TAp73-Transduktion mit verschiedenen HCC-relevanten
therapeutischen Wirkstoffen ergab unterschiedliche Expressionsverdnderungen von miR-34a,
miR-145 und miR-149. Zwar ergaben sich nach Behandlung mit den Therapeutika bei
TAp73-Expression signifikante Expressionssteigerungen im Vergleich zur rAd-GFP-
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transduzierten Wirkstoff- oder DMSO-Kontrolle, synergistische Effekte lieBen sich fiir die
Chemotherapeutika sowie Sorafenib und Regorafenib dennoch nicht nachweisen. Wéhrend
bei kombinierter Behandlung mit Sorafenib geringere Induktionsraten im Vergleich zur
alleinigen TAp73-Uberexpression gezeigt wurden, erzielten Doxorubicin, Bleomycin und
Regorafenib eine zusétzliche Expressionssteigerung zum Zeitpunkt 24 Stunden. Im Gegensatz
zu den anderen Substanzen fiihrte Tivantinib bei Vergleich der verschiedenen
Versuchsansétze in TAp73-transduzierten Zellen zu allen untersuchten Zeitpunkten zu einer
deutlich erhohten Expression von miR-34a, miR-145 und miR-149 gegeniiber der alleinigen
TAp73-Uberexpression (Abb. 39). Aufgrund der fehlenden Induktion nach adenoviraler GFP-
Transduktion und der im Vergleich zu den Kontrollen signifikanten Ergebnisse zeigt die miR-
Expression unter Tivantinib einen p73-abhidngigen Mechanismus. Tivantinib induziert hier
somit additive Effekte zu TAp73 auf die miR-Expression.

Die fehlende Expressionssteigerung unter GFP-Expression ldsst keinen relevanten direkten,
von der p53-Familie unabhéngigen Einfluss der verwendeten Wirkstoffe auf die untersuchten
miRs in Hep3B-Zellen vermuten. In nativen HepG2-Zellen (Wildtyp p53) wurde bei Bender
sowohl durch Doxorubicin als auch durch Bleomycin eine dosisabhéngige Regulation von
miR-34a, miR-145 und miR-149 nachgewiesen. Verminderte Expressionsraten nach
kombiniertem Silencing von p53 und p73 bestétigten dabei die Vermittlung dieses Effektes
durch die Mitglieder der pS3-Familie [243].

In verschiedenen Nicht-HCC-Zelllinien wurden direkte Effekte von Chemotherapeutika
beschrieben. In humanen Kardiomyozyten aus induzierten pluripotenten Stammzellen wurde
ebenso wie in einer murinen kardialen Muskelzelllinie, in myokardialen Progenitorzellen,
Fibroblasten, aortalen Endothelzellen, im Plasma von Ratten und Maiusen sowie bei
Herzmuskelzellen von Ratten nach Behandlung mit Doxorubicin eine Induktion von miR-34a
bzw. miR-34a-5p nachgewiesen [274-278], zudem auch in Prostata-Karzinomzellen [279].
Daneben wurden gesteigerte Expressionsraten dieser miR durch das Chemotherapeutikum in
einer Brustkrebs-, einer Zervixkarzinom-, einer Osophaguskarzinom- sowie einer
Kolonkarzinom-Zelllinie beobachtet [280-283]. Auch ein Anstieg der Expression von
miR-145 wurde unter Behandlung mit Doxorubicin in Keratinozyten und Kolonkarzinom-
Zellen gezeigt [176,284]. Fiir miR-149 wurde in gesunden Mammazellen sowie in einer
Brustkrebs-Zelllinie ein induktiver Effekt durch das Chemotherapeutikum beobachtet [285].
Bleomycin zeigte sowohl in Zelllinien aus dem Lungenepithel von Ratten als auch im
Mausmodell eine Steigerung der Expression von miR-34a [286,287]. Im murinen Modell

wurde dabei zudem eine Induktion von p53 und Apoptose durch das Chemotherapeutikum
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nachgewiesen. Gleichzeitig ergab sich bei p53-Defizienz keine Induktion der miR-34a-Level,
vermehrte Apoptoseraten wurden in diesen Zellen ebenso wenig beobachtet. Hierdurch wurde
eine gegenseitige Regulation von p53 und miR-34a gezeigt [287]. Fiir miR-145 wurde bei
Maiusen ein Beitrag zur Entstehung der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose — einer
klassischen Nebenwirkung dieses Chemotherapeutikums — festgestellt [288]. Zudem wurde
eine Induktion dieser miR in humanem Umbilikalvenenendothel und in Gewebeproben aus
vendsen Malformationen nachgewiesen [289].

Im Gegensatz zu den Chemotherapeutika ist nur wenig zur Expression der untersuchten miRs
in Abhéngigkeit der verwendeten targeted therapies bekannt. Fiir Regorafenib wurde in
verschiedenen Kolonkarzinom-Zelllinien eine gesteigerte Expression von miR-34a
nachgewiesen [290], ebenso durch Sorafenib in Gewebeproben von Lungenmetastasen
gegeniiber primdrem Tumorgewebe beim HCC [291]. Vergleichsdaten zu den Auswirkungen
aller untersuchten Wirkstoffe sowie zu Interferenzen mit einer TAp73-Transduktion beziiglich
der Expression der untersuchten miRs in Hep3B-Zellen existieren bisher nicht.

In dieser Arbeit ergab sich fiir miR-34a eine spezifische Regulation der Expression in
Abhingigkeit der Wirkstoffe unter TAp73-Uberexpression, die keinen Substanzklassen-
spezifischen Effekt von Chemotherapeutika oder Kinaseinhibitoren darstellte. Unter
Doxorubicin, Sorafenib und Tivantinib zeigte sich eine kontinuierliche Expressionssteigerung
mit Maximum nach 72 Stunden. Unter Bleomycin wurde die hochste Expression nach 24,
unter Regorafenib nach 48 Stunden erreicht. Beziiglich der Auswirkungen von Doxorubicin
auf die Expression von miR-34a bzw. miR-34a-5p wurde fiir Linsenepithelien und
Kolonkarzinom-Zellen iiber 48 Stunden, fiir Osophaguskarzinom-Zellen iiber 72 Stunden
sowie fir humane Kardiomyozyten konzentrationsabhidngig iiber einen Zeitraum von
14 Tagen eine stete Steigerung im Zeitverlauf beschrieben [282,283,292,293], sodass ein
kontinuierlicher Expressionsanstieg auch in Hep3B-Zellen zu erwarten war. Fiir Bleomycin
und die von uns verwendeten fargeted therapies fehlten bisher Untersuchungen in
hepatischen Zelllinien, insbesondere beziiglich der Interaktion mit p73. Shetty et al. wiesen
eine Bleomycin-bedingte Induktion von miR-34a in murinen Alveolarepithelzellen nach, die
in p53-defizienten Mausen nicht zu beobachten war und daher p53-abhingig zu sein schien
[287]. Auch die Effekte von Doxorubicin auf die miR-Expression in Linsenepithelien zeigten
sich durch p53 bedingt [292]. Aufgrund der p53-Defizienz der Hep3B-Zellen ist eine solche
Interferenz in unserem Ansatz auszuschlieBen. Seitz et al. wiesen eine Erh6hung der p63- und
p73-Expression in Hep3B-Zellen sowohl durch Bleomycin als auch durch Doxorubicin nach

[82]. Regulatorische Eigenschaften von p63 auf miR-34a konnen somit fiir
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Expressionsunterschiede verantwortlich sein [95,96], wurden bis dato allerdings nur als
repressive Effekte gezeigt [294,295] und im HCC nicht untersucht. Ein Anstieg des p63-
Gehaltes durch Bleomycin konnte somit eine verminderte miR-34a-Expression erkldren.

Im Gegensatz zu den anderen untersuchten miRs zeigte sich kein regulatorischer Effekt auf
miR-192 und miR-194 bei Behandlung mit einer Kombination aus Wirkstoffen und TAp73-
oder ANp73-Uberexpression (Abb. 39). Aus Vorarbeiten ist eine Verminderung der miR-192-
Expression unter Doxorubicin in Brustkrebszellen [285] und eine gesteigerte Sensitivitét
gegeniiber Doxorubicin durch eine exogene Induktion von miR-192-5p bekannt [296],
Untersuchungen in HCC-Zellen finden sich allerdings nicht. Fiir die Uberexpression von
miR-194 ist eine Steigerung der Sensitivitdt gegeniiber Sorafenib im HCC beschrieben [206],
ein Einfluss des Wirkstoffes auf die endogene Expression der miRs ist aber auch hier nicht
untersucht. Unsere Ergebnisse zeigen, dass weder durch eine Uberexpression von p73-
Isoformen noch durch HCC-relevante Therapeutika eine Regulation von miR-192 und

miR-194 in Hep3B-Zellen induziert wird.

Hep3B
miR-192 miR-194
Uberexpression von / . ..
TAp73 Tivantinib
miR-34a miR-145 miR-149
Induktion -—9 keine Induktion

Abb. 39: Spezifischer Einfluss einer Kombination aus TAp73-Expression und Tivantinib
auf die Expression von miRs in Hep3B-Zellen. Gesteigerte Expression von miR-34a,
miR-145 und miR-149 bei gleichbleibendem Gehalt an miR-192 und miR-194 nach
rAd-TAp73-Transduktion und Tivantinib-Zugabe in Hep3B-Zellen im Zeitverlauf.

Zusammenfassend ergeben sich signifikante Verdnderungen der miR-Expression bei TAp73-
Uberexpression  gegeniiber rAd-GFP-transduzierten Kontrollen. Im  Vergleich der

Expressionsdaten einer alleinigen rAd-TAp73-Transduktion mit einer Wirkstoffbehandlung
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zeigen sich keine eindeutigen regulatorischen Effekte durch Doxorubicin, Bleomycin,
Regorafenib und Sorafenib auf die Expression der untersuchten miRs. Tivantinib dagegen
weist eine deutliche TAp73-abhingige Regulation des Gehaltes von miR-34a, miR-145 sowie
miR-149 mit signifikanten Unterschieden zu den Kontrollbehandlungen in Hep3B-Zellen auf.

4.6 Spezifische Effekte von Tivantinib auf die miR-Expression nativer

Hep3B- und HepG2-Zellen

Zur genaueren Evaluation der Effekte von Tivantinib auf miRs im HCC in Abhéngigkeit der
basalen Expression der p53-Familie wurden neben nativen Hep3B- auch HepG2-Zellen
analysiert. Angesichts der endogenen Expression der Transkriptionsfaktoren p53, p63 und
p73 erschienen letztere als passendes Modell zur Untersuchung des Wirkstoffes unter
»physiologischen* Bedingungen. Da eine Vielzahl von HCC-Geweben eine Veridnderung in
der Expression der p53-Familie zeigt, am hédufigsten im Sinne einer Mutation mit
Funktionsverlust von p53 [3,8,297], sind die Eigenschaften von HepG2-Zellen nicht auf alle
hepatischen Tumore iibertragbar. Der Einfluss von p53 auf die miR-Expression im HCC
sollte aber in die Untersuchungen mit einbezogen werden. Bei Bender fiihrte die adenovirale
Uberexpression von p53 in Hep3B-Zellen zu einer Induktion von miR-34a, miR-145 und
miR-149. Durch die Zugabe von Chemotherapeutika wie Doxorubicin, Bleomycin und
Mitoxantron wurde auch in HepG2-Zellen eine Expressionssteigerung dieser miRs
nachgewiesen, die auf eine Zytostatika-vermittelte Induktion von p53 und p73 zuriickgefiihrt
wurde [243]. Der bisher gezeigte induktive Einfluss von Tivantinib auf die miR-Expression
bestitigte sich in unterschiedlicher Ausprdgung in nativen Hep3B- und HepG2-Zellen. In
HepG2-Zellen erzielte die Zugabe des Wirkstoffes bereits nach 24 Stunden einen leichten,
aber im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikanten Anstieg der miR-Expression (Abb. 40).
Die geringeren Expressionsraten zum gleichen Zeitpunkt in p53-defizienten Hep3B-Zellen fiir
miR-34a, miR-149, miR-192 und miR-194 lassen einen p53-abhingigen Effekt vermuten.
Nach 48 Stunden wurde in HepG2-Zellen keine Induktion der miRs mehr nachgewiesen.
Stattdessen zeigte sich nun ein deutlicher Expressionsanstieg aller untersuchten miRs im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle in nativen Hep3B-Zellen, der noch stirker ausgeprigt war als
unter rAd-GFP-Transduktion. Inwieweit die Unterschiede der miR-Induktion der beiden
HCC-Zelllinien bei Tivantinib-Behandlung durch die spezifische Expression der p53-
Familienmitglieder bedingt sind, muss noch weiter untersucht werden.

Zusammenfassend zeigten wir somit erstmals die Induktion von miR-34a, miR-145, miR-149,

miR-192 und miR-194 durch die targeted therapy Tivantinib in Hep3B-Zellen (Abb. 40).
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Abb. 40: Induktion spezifischer miRs durch Tivantinib in Hep3B- und HepG2-Zellen.
Induktion von miR-34a, miR-145, miR-149, miR-192 und miR-194 in HepG2-Zellen
24 Stunden nach Inkubation mit Tivantinib, in Hep3B-Zellen sowohl nach 24 als auch nach
48 Stunden.

4.7 Ausgeprigte dosisabhiangige, potenziell synergistische Effekte auf
miR-34a, miR-145 und miR-149 durch Kombination aus Tivantinib

und TAp73-Uberexpression
Die angeschlossenen Versuche zur Untersuchung einer Dosis-Wirkungsbeziehung von
Tivantinib unter TAp73-Uberexpression bestitigten p73-abhingige Effekte auf die
untersuchten miRs: Auch unter DMSO-Behandlung zeigte sich eine Expressionssteigerung
von miR-34a, miR-145 und miR-149 bei TAp73-Uberexpression im Vergleich zur GFP-
Kontrolle. Interessanterweise ergaben sich flir die Regulation durch die targeted therapy
unterschiedliche Effekte: miR-34a und miR-145 wurden durch eine Kombination aus
Tivantinib und einer TAp73-Uberexpression reguliert. Hier zeigten sich sowohl bei alleiniger
Expression von TAp73 als auch bei alleiniger Wirkstoffbehandlung leichte, teils signifikante
induktive Effekte, die bei Kombination nicht nur im Zeitverlauf, sondern auch in
Abhidngigkeit der Wirkstoftkonzentration weiter gesteigert wurden (Abb. 41). Fiir miR-34a
ergab sich dabei im Zeitverlauf fiir fast alle Zeitpunkte ein potenziell synergistischer Effekt
mit einer stirkeren Steigerung der Induktionsraten bei Kombination beider Behandlungen im
Vergleich zur Summe der Expressionsraten der Einzelbehandlungen. miR-145 dagegen zeigte

bei gleichzeitiger Tivantinib-Behandlung und TAp73-Uberexpresssion lediglich nach
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72 Stunden eine erhdhte Expressionssteigerung im Sinne eines potenziellen Synergismus.
Nach 24 und 48 Stunden hingegen wurden additive Effekte erzielt, bei denen sich die
Induktionsraten unter Kombinationsbehandlung im Bereich der Summe der Expressionsraten
der Einzelbehandlungen bewegten. Im Rahmen des Dosis-Wirkungsversuchs ergab sich
wiederum fiir beide miRs bei einem Grofiteil der verwendeten Wirkstoffkonzentrationen ein
potenziell synergistischer Einfluss. Zudem zeigte sich fiir miR-145 bei Kombination aus
hochster getesteter Tivantinib-Konzentration und rAd-TAp73-Transduktion ein signifikantes

Ergebnis gegeniiber allen anderen Behandlungsverfahren.
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Abb. 41: Verstirkung der induktiven Effekte einer alleinigen TAp73-Uberexpression
oder Tivantinib-Behandlung auf miR-34a und miR-145 in Kombination sowohl im
Zeitverlauf als auch in Abhiingigkeit der Wirkstoff-Dosierung in Hep3B-Zellen.

Dagegen bestanden bei miR-149 induktive Effekte iiberwiegend bei Uberexpression von
TAp73 mit signifikanter Expressionssteigerung im Zeitverlauf und im Vergleich zu ANp73,
wéhrend durch eine alleinige Behandlung mit Tivantinib nur leichte Effekte ohne statistische
Relevanz auf die Expression erreicht wurden. Bei Kombination zeigte sich hingegen eine
potenziell synergistische Steigerung der TAp73-vermittelten Induktion, sowohl in der
kinetischen — mit signifikantem Ergebnis gegeniiber der GFP-Kontrolle fiir die einzelnen
Zeitpunkte — als auch in der dosisabhdngigen Betrachtung (Abb. 42). Somit handelt es sich
bei der Verdnderung der miR-149-Expression iiberwiegend um TAp73-abhéngige Effekte mit

116



nur geringem Einfluss der Tivantinib-Dosis. Insgesamt ergaben sich im Vergleich aller

untersuchten miRs die starksten Effekte durch TAp73 und Tivantinib fiir miR-149.

Hep3B
miR-149 miR-149
W ()
Uberexpression von / i e
TAp73

i

=
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miR-149
Induktion Geringer induktiver Effekt —} Kombinierter induktiver Effekt

Abb. 42: Induktion von miR-149 bei TAp73-Uberexpression und Tivantinib-
Behandlung in Hep3B-Zellen sowohl im Zeitverlauf als auch in Abhiingigkeit der Dosis.
Bei alleiniger Tivantinib-Zugabe nur geringe Verdnderungen der miR-149-Expression,
dahingegen starker Anstieg des miR-Gehaltes unter rAd-TAp73-Transduktion mit
zusitzlicher Steigerung durch Kombination aus TAp73-Uberexpression und Wirkstoff-
Behandlung.

Zusammenfassend wiesen wir hier zum ersten Mal eine Regulation von miR-34a und
miR-145 durch eine Kombination aus TAp73-Uberexpression und Tivantinib-Behandlung
sowie eine iiberwiegend p73-abhédngige Induktion von miR-149 nach. Da fiir diese miRs
tumorsuppressive Eigenschaften beschrieben sind, ergibt sich hieraus moglicherweise auch
eine therapeutische Konsequenz. Aus verschiedenen Arbeiten ist bekannt, dass eine niedrige
Expression von miR-34a, miR-145 und miR-149 mit einem schlechteren Uberleben von
HCC-Patienten assoziiert ist [200,259,298,299]. Eine Induktion von miR-34a dagegen
bewirkte eine Verminderung von Proliferation, Migration und Lebensfahigkeit sowie eine
Steigerung von Apoptose in HCC-Zelllinien [200,300,301]. Ahnliches wurde auch fiir
miR-149 nachgewiesen. Die externe Zugabe oder virale Induktion der miR fiihrte zur
Hemmung von Proliferation, Invasion und Migration im HCC [259,299,302]. Schlussfolgernd
wird somit ein Einfluss durch die Induktion dieser tumorsuppressiven miRs auf positive

prognostische Marker von Tumorzellen ersichtlich. Zudem trugen gesteigerte Level an
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miR-34a in HCC-Zellen im experimentellen Ansatz zu einem verbesserten Ansprechen auf
die first-line Therapie Sorafenib [200] sowie in HepG2-Zellen auf eine Therapie mit
Doxorubicin bei [300]. Ebenso steigerte eine hohe Rate an miR-149 im HCC die Sensitivitit
der Zellen gegeniiber einer Radiatio oder Doxorubicin-Behandlung [302]. Eine Induktion
dieser miRs, wie in unseren Ergebnissen, dient somit potenziell der Entwicklung neuer
Kombinationstherapien mit bereits verwendeten Wirkstoffen. Durch die Erkenntnisse {iber die
Regulationsmechanismen tumorsuppressiver miRs ergeben sich somit Ansatzpunkte fiir neue

Therapieoptionen im HCC.

4.8 Ausgleich von p63-Induktion durch hohe Tivantinib-Dosierungen und

regressivem Einfluss adenoviraler Vektoren

Im Rahmen der verschiedenen Versuchsansdtze wurden Western-Blots zur Evaluation des
Protein-Gehaltes der p53-Familie in Hep3B-Zellen durchgefiihrt. Dabei ergaben sich in allen
adenoviral-transduzierten Zellen nach 24 und 48 Stunden gegeniiber unbehandelten Kontroll-
Zellen erniedrigte Spiegel von endogenem p63. Da sich dieser Effekt unabhingig vom
transportierten Gen zeigte, ist von einem Einfluss durch den adenoviralen Vektor selbst
auszugehen. Auswirkungen adenoviral gebildeter Proteine auf die Expression der p53-Familie
sind bekannt. Fiir p53 wurden, je nach untersuchtem Protein, unterschiedliche Effekte im
Sinne einer Funktionseinschrinkung, eines vermehrten Abbaus oder einer Stabilisierung des
Transkriptionsfaktors gezeigt, fiir p73 wurde ein gesteigerter Proteingehalt unter
adenoviralem Einfluss in diversen Zelllinien unabhidngig vom intrinsischen p53-Status
beobachtet [303,304]. Dagegen ist eine Reduktion der ANp63-Expression durch adenovirale
p53-Transduktion beschrieben. Zudem wurde eine Abnahme der p63-Expression durch
Einfilhrung eines adenoviralen Vektors in Keratinozyten unabhéngig vom transportierten Gen
gezeigt [152]. Dies legt auch in den hier untersuchten Hep3B-Zellen eine Verringerung des
p63-Protein-Gehaltes durch die Verwendung adenoviraler Vektoren nahe.

Verdanderungen der p63-Expression ergaben sich auch unter Behandlung mit Tivantinib.
Wihrend sich im Zeitverlauf keine Unterschiede zeigten, wurden im Dosis-Wirkungsversuch
bei Wirkstoff-Konzentrationen von 0,5 und 1 pM gegeniiber 2,5 uM Schwankungen der
Protein-Level festgestellt, die aufgrund von Unterschieden zwischen den Triplikaten als
Artefakt zu werten sind. Dagegen zeigte sich eine erhohte Expression von p63 nach einer
Behandlung mit 5,4 und 10 uM Tivantinib im Vergleich zu einer Dosis von 2,5 uM. In
Anbetracht der p53-Defizienz der Hep3B-Zellen und der tumorsuppressiven Eigenschaften

von p63 ist dabei eine Substitution der p53-Funktionen durch p63 zu vermuten.
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Moglicherweise trdgt eine vermehrte Expression von p63 unter dem zellschiddigenden
Einfluss einer hoheren Dosis der targeted therapy dazu bei, die gestorte p53-Achse zur
Induktion von Zellzyklusarrest und Apoptose zu ersetzen. Somit konnte die Steigerung der
p63-Bildung Ergebnis einer physiologischen zelluldren Stressreaktion sein. Zur Bestdtigung
dieser Vermutung sind weitere Arbeiten ndtig. Zusammenfassend zeigt sich, dass Tivantinib
in Hep3B-Zellen unter den getesteten Versuchsbedingungen keinen relevanten Einfluss auf
die endogene Expression von p73 ausiibt, in hoher Dosierung aber zu einer gesteigerten

Bildung von p63 beitragt.

4.9 Tivantinib-abhingige Induktion von p53 in HepG2-Zellen

Neben der Verdnderung des miR-Profils durch Tivantinib in HepG2-Zellen ergab sich auch
eine Steigerung des endogenen p53-Gehaltes (Abb. 43). Dies legt nahe, dass der
zellschddigende Einfluss der Substanz ausreichend groB3 zur Vermittlung einer Aktivierung
und Stabilisierung des ,,Genomwéchters* und konsekutiv einer tumorsuppressiven Reaktion
in den Zellen ist. Somit wéren Proliferationshemmung durch Zellzyklusarrest und Zelltod
durch Apoptose als typische Effektor-Eigenschaften von p53 zu erwarten [91]. Sowohl
DMSO-behandelte als auch unbehandelte Zellen zeigten dagegen eine starke Verminderung
des p53-Gehaltes im Zeitverlauf, sodass die Expression nach 72 Stunden kaum noch
nachweisbar war. Die fehlende p53-Induktion in den Kontroll-Zellen bestétigt somit eine
Tivantinib-abhéngige Steigerung der p53-Expression im HCC.

Die p63-Expression sank dagegen unter Tivantinib-Behandlung im Zeitverlauf ab (Abb. 43).
Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen bei Hep3B-Zellen, bei denen sich nur unter
adenoviralem Einfluss eine Abnahme des Proteingehaltes zeigte. Die Verminderung von p63
in Kombination mit der Zunahme an p53 im Zeitverlauf legt einen gekoppelten Effekt nahe.
In anderen Arbeiten wurde bereits eine Destabilisierung von TAp63-Isoformen durch p53
beschrieben [153]. Eine Verminderung von p63 aufgrund einer Zunahme von p53 in
Abhingigkeit des zellschdadigenden FEinflusses der targeted therapy erscheint daher
wahrscheinlich. Ubereinstimmend dazu wurden in DMSO-behandelten und nativen Zellen,
die eine Verminderung des p53-Gehaltes gezeigt hatten, nur geringfiigige Schwankungen des
p63- und p73-Proteingehaltes beobachtet.

Analog zu Hep3B-Zellen zeigten auch HepG2-Zellen unter Behandlung mit Tivantinib keine
Verianderungen der endogenen p73-Expression. Dies bestétigt die fehlende Regulation von

p73-Bildung und -Aktivitdt im HCC durch Tivantinib (Abb. 43).
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Abb. 43: Induktion von p53 und Hemmung von p63 bei unverinderter Expression von
p73 durch Tivantinib in HepG2-Zellen.

4.10 Hemmung der Stoffwechselaktivitit von HCC-Zelllinien durch hohe

Konzentrationen von Tivantinib unabhingig von TAp73
Nach dem Nachweis der Expressionssteigerung verschiedener tumorsuppressiver miRs durch
Tivantinib wurde moglichen Effekten dieser Induktion im HCC nachgegangen. Da unsere
Ergebnisse eine Regulation der miR-Expression durch Transkriptionsfaktoren der p53-
Familie gezeigt haben, lag ein Einfluss auf die Lebensfahigkeit der Zellen bzw. die Auslosung
von Zelltod als potenzielle Endstrecke der miR-Wirkung nahe. Die damit verbundenen
Verdnderungen der metabolischen Aktivitdit der HCC-Zelllinien wurden im MTS-Assay
untersucht. Hier wurden im Konzentrationsbereich zwischen 5 und 100 uM Tivantinib fiir alle
Zellen — ungeachtet des p53-Status — ausgeprigte Effekte auf die Stoffwechselaktivitit erzielt.
Bei HepG2-Zellen sank nach 48-stiindiger Inkubation die metabolische Leistung im
Dosisgefille stark ab. In Hep3B-Zellen zeigten sich nach 24 Stunden nur geringe Effekte,
nach 48 und 72 Stunden wurde bei zunehmender Medikamentendosierung jeweils eine relativ
kontinuierliche Abnahme der MTS-Umsetzung beobachtet (Abb. 44). Somit ergab sich hier
ein zeitabhiangiger Einfluss: Eine ldngere Inkubationszeit fiihrte in diesem Dosisbereich zu
einer Verstirkung der nachweisbaren Effekte. Analog zu anderen Arbeiten, die auch bei
geringeren Tivantinib-Konzentrationen nach mehrtagiger Inkubation im hepatischen bzw.
cholangiozelluliren Karzinom Verdnderungen von Metabolismus und Lebensfahigkeit

nachgewiesen haben [72,305], stiitzt dies die Vermutung, dass sich bei Ausweitung der
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Inkubationszeit auch bei geringerer Dosierung des Wirkstoffes relevante Effekte auf den

Zellstoffwechsel erzielen lassen.
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Abb. 44: Hemmung des Metabolismus von HepG2-Zellen nach 48 Stunden sowie von
Hep3B-Zellen im Zeitverlauf bei hoher Dosierung von Tivantinib ohne relevanten
Einfluss durch rAd-GFP- bzw. rAd-TAp73-Transduktion.

4.11 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde die Expression von miRs im hepatozelluldren Karzinom unter Einfluss
von TAp73 und ANp73 untersucht. Den analysierten miRs werden dabei ebenso wie TAp73
iiberwiegend tumorsuppressive Eigenschaften zugesprochen [115,171,181,200,204-206],
wihrend ANp73 als Onkogen gilt [140,151]. Anhand der hier dargestellten Versuche wurde
eine spezifische Regulation von miRs durch diese antagonistischen p73-Isoformen
nachgewiesen. miR-34a, miR-145 und miR-149 werden dabei durch die Expression von
TAp73 in teils signifikantem Ausmall gegeniiber ANp73 induziert. Dies bestitigt die
bekannten antagonistischen Funktionen dieser Transkriptionsfaktoren. Fiir miR-192 und
miR-194 zeigte sich demgegeniiber keine relevante Expressionsverdnderung, sodass die
beobachteten Effekte als spezifische Regulation von miR-34a, miR-145 und miR-149 zu
werten sind. Die targeted therapy Tivantinib iibt in HCC-Zellen ebenso eine zum Teil
signifikante induktive Wirkung auf die untersuchten miRs aus. In Kombination mit einer
TAp73-Expression werden fiir miR-34a, miR-145 und miR-149 hier synergistische Effekte

erzielt. miR-34a und miR-145 werden dabei vor allem durch die Kombination beider
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Behandlungen beeinflusst. Die Expression von miR-149 hingegen zeigt eine starke

Abhéngigkeit vom Transkriptionsfaktor TAp73 (Abb. 45 a), b)).

a)
miR-192
miR-34a miR-194
miR-145
miR-149 miR-34a miR-149
miR-192 miR-145 miR-192 miR-34a miR-192
miR-194 miR149 miR-194 miR-145 miR-194
@ 24h, 48h
-
Uberexpression von e
ANpT3 TAp73 Tivantinib I
miR-34a ‘ ‘ miR-145 ’ miR-149 ‘
Induktion ————— kein Effekt ‘ rAd-GFP-Transfektion
— Kombinierter induktiver Effekt ——  Hemmung . rAd-TAp73-Transfektion
b) HepG2

miR-149

miR-34a miR-192 /
. ; Metabolismus
miR-145 miR-194 -
G) 24h pSpM—IOOpM
W)
/ .
Tivantinib
Feee
s
o
~.~~~.
Induktion —*  Hemmung -==-8 kein Effekt

Abb. 45: Zusammenfassende Darstellung der Versuchsergebnisse.
a) Ergebnisse der Versuche in Hep3B-Zellen. b) Ergebnisse der Versuche in HepG2-Zellen.
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Andere HCC-relevante Wirkstoffe (Doxorubicin, Bleomycin, Regorafenib und Sorafenib)
tiben unter TAp73-Expression ebenfalls einen signifikanten Einfluss auf die Expression von
miRs aus, zeigen im Gegensatz zu Tivantinib aber keinen zusitzlichen Effekt im Vergleich zu
TAp73 allein.

Anhand der Ergebnisse der MTS-Assays ergibt sich eine Hemmung der metabolischen
Aktivitit durch hohe Konzentrationen von Tivantinib in HCC-Zelllinien.

Die Expressionsverdnderungen von p53 und p63 in den HCC-Zellen nach Zugabe der
targeted therapy legen zudem Funktionen dieser Transkriptionsfaktoren in der Wirkung des
Therapeutikums nahe. Einfluss auf die bekannten Endstrecken des ,,Wéchters des Genoms*
und seiner Familienmitglieder im Sinne von Zellzyklusarrest, Proliferationshemmung und
Apoptose erscheinen somit moglich. Dadurch ergibt sich auch eine wichtige klinische
Relevanz. Aufgrund der tumorsuppressiven Wirkung der untersuchten miRs mit Einfluss auf
Prognose [200,259,298-302] und Therapieansprechen von Tumoren [200,300,302], konnten
wir in dieser Dissertation erstmals fiir das hepatozellulirem Karzinom zeigen, dass TAp73
und Tivantinib iiber die Induktion spezifischer miRs zu einer Reduktion onkogener
Eigenschaften fiihren. Ubertragen auf die Situation in der Klinik ist so eine Verbesserung des
Uberlebens von Patienten mit hepatozellulirem Karzinom durch die Wirkstoff-assoziierte

Induktion dieser miRs vorstellbar.

5 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine signifikante Regulation verschiedener miRs in HCC-
Zelllinien durch den Transkriptionsfaktor TAp73 sowie das Therapeutikum Tivantinib. Dabei
erwies sich zur Induktion von miR-34a und miR-145 vor allem eine Kombination aus beiden
Behandlungen als wirksam. Fiir miR-149 wurde erstmals eine ausgeprigte TAp73-
Abhingigkeit nachgewiesen. Da es sich bei diesen miRs um tumorsuppressiv wirkende
Molekiile handelt [171,181,200], sind Auswirkungen auf den Metabolismus und die
Lebenstiahigkeit hepatischer Tumorzellen potenzielle Endpunkte der vermittelten Signalwege.
Eine erhohte Expression von miR-34a und miR-149 ist im hepatozelluldirem Karzinom mit
einer  Proliferationshemmung  [200,299,301,302] und einer Verbesserung des
Therapieansprechens auf etablierte Therapieregime [200,300,302] vergesellschaftet. Somit
besteht durch die Induktion dieser miRs eine wichtige klinische und therapeutische Relevanz.
Die Induktion des pro-apoptotischen TAp73 und der Einsatz von Tivantinib konnen so
moglicherweise Einfluss auf das Therapieansprechen und die Prognose von Patienten mit

hepatozellulirem Karzinom nehmen. Im Gegensatz zur Phase-II-Studie zeigte Tivantinib in
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einer Phase-III-Studie im klinischen Setting keine Verbesserung des Uberlebens von HCC-
Patienten [76,77]. Die Studiengruppen in den Arzneimittelstudien wurden anhand der c-Met-
Expression unterschieden, allerdings lieB sich die initial vermutete Wirkweise des
Therapeutikums als Met-Inhibitor nicht in allen Untersuchungen im hepatozelluldrem
Karzinom bestitigen [71]. Die genaue Wirkweise von Tivantinib ist daher weiterhin
ungekliart. Zudem wurden in der Phase-IlI-Studie geringere Wirkstoffkonzentrationen
verwendet als in der vorhergehenden Arbeit [76,77]. Erneute Studien unter anderen
Einschlusskriterien und Voraussetzungen scheinen daher sinnvoll, um einen Effekt des
Therapeutikums auf verschiedene Subgruppen von HCC-Patienten und die besten
Therapiebedingungen zu evaluieren. Zudem bediirfen die Endstrecken der miR-Signalwege
im hepatozellulirem Karzinom zur besseren Einschdtzung therapeutischer Optionen einer
weiteren wissenschaftlichen Untersuchung. Unsere Ergebnisse legen aufgrund der
tumorsuppressiven Eigenschaften der untersuchten miRs und der gezeigten Einschriankung
der metabolischen Aktivitit der Tumorzellen einen therapeutisch giinstigen Effekt durch
Tivantinib im hepatozellulirem Karzinom nahe. Dieser Wirkstoff erscheint somit als
potenziell relevantes Therapeutikum fiir diese Tumorentitdt. Aufgrund der Effekte der
induzierten miRs [171,181,200] ist moglicherweise ein Einsatz als
Kombinationstherapeutikum zur Verbesserung des Therapieansprechens auf andere etablierte

Wirkstoffe sinnvoll.
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6 Zusammenfassung

Als eine der hdufigsten Tumorentititen und Krebstodesursachen weltweit stellt das HCC eine
enorme und wachsende Herausforderung fiir die globalen Gesundheitssysteme dar [1]. Viele
wissenschaftliche Arbeiten beschiftigen sich mit therapeutischen Optionen, doch viele
Studien scheitern [66,306-310]. Systemtherapien sind hdufig nur begrenzt wirksam, die
molekularen Wirkmechanismen vieler Medikamente nicht abschlieBend geklédrt. Durch die
Entwicklung immuntherapeutischer Ansdtze wurde eine neue first-line-Therapie mit
vielversprechendem Studienoutcome [48] empfohlen [311] und in der Leitlinie etabliert [24].
Die Erprobung (un)bekannter Wirkstoffe als Mono- oder Kombinationstherapie im Rahmen
von Studienprotokollen [312-314] wecken Hoffnung auf neue Therapieoptionen. Dennoch
sind die Behandlungsmoglichkeiten hepatischer Karzinome aktuell deutlich eingeschrinkt.

Wie auch in vielen anderen Tumorentititen finden sich im HCC héufig Mutationen der
Transkriptionsfaktoren der p53-Familie [110,116]. Zu dieser gehdren neben p53 auch p63 und
p73 sowie deren Isoformen [91,115]. In Abhéngigkeit der Splice-Variante entstehen
verschiedene Molekiile, die unterschiedliche Zielgene beeinflussen und zum Teil
antagonistische Eigenschaften aufweisen. TAp73, das eine N-terminale TAD tragt [138],
werden p53-kongruente, vorwiegend tumorsuppressive Funktionen zugesprochen [94,133],
wihrend die N-terminal trunkierte Form ANp73 als Onkogen gilt [140,147]. Neben der
direkten Bindung an ihre Zielgene wirken diese Transkriptionsfaktoren auch durch Regulation
verschiedener miRs [227]. miRs sind kleine, nicht-codierende RNA-Molekiile von
ca. 22 Nukleotiden Linge [156], die durch Einfluss auf die Genregulation tumorsuppressive
oder onkogene Effekte erzielen koénnen [170,171]. In dieser Arbeit wurden Auswirkungen
von TAp73, ANp73 und verschiedenen HCC-relevanten Therapeutika auf die Expression von
miR-34a, miR-145, miR-149, miR-192 und miR-194 im HCC mittels qRT-PCR analysiert
und Expressionsverdnderungen der p53-Familienmitglieder im Western Blot untersucht. Der
Einfluss von Tivantinib auf die Stoffwechselaktivitit von Hep3B- und HepG2-Zellen wurde
im MTS-Assay evaluiert. Dabei zeigten p53-defiziente Hep3B-Zellen bei adenoviral
induzierter Expression von TAp73 im Zeitverlauf eine gesteigerte Expression von miR-34a,
miR-145 und miR-149. Die Expression der onkogenen Isoform ANp73 hingegen fiihrte zu
keiner relevanten Verdnderung der Expressionsmuster aller untersuchten miRs. Fiir einzelne
Zeitpunkte ergaben sich im Vergleich der TAp73- und der ANp73-abhingigen miR-
Expression signifikante Unterschiede. Unter Behandlung mit der fargeted therapy Tivantinib

wurde ein teils signifikanter Anstieg des miR-Gehaltes fiir miR-34a, miR-145, miR-149,

125



miR-192 sowie miR-194 beobachtet. Bei Kombination einer Expression von TAp73 und einer
Zugabe von Tivantinib wurde eine Steigerung der Expressionsraten flir miR-34a, miR-145
und miR-149 in Hep3B-Zellen beobachtet. Diese wurde sowohl im Zeitverlauf als auch in
Abhingigkeit der Dosierung des Wirkstoffs nachgewiesen. Der grofite Einfluss ergab sich
dabei fiir miR-149. Andere HCC-relevante Chemotherapeutika und Kinaseinhibitoren
erbachten geringere, wenn auch ebenso signifikante Expressionsverdnderungen der drei
genannten miRs. Die Expression der antagonistischen Isoform ANp73 flihrte demgegeniiber
nicht zu einer Verdnderung der analysierten miR-Expressionsmuster. Diese Ergebnisse
wurden in einer zweiten Zelllinie, in HepG2-Zellen, die neben der endogenen Expression von
p63 und p73 auch eine Bildung der Wildtyp-Form von p53 aufweisen, bestitigt. HepG2-
Zellen zeigten bereits zum Zeitpunkt 24 Stunden einen erhohten Gehalt der untersuchten
miRs nach Zugabe von Tivantinib. Die fargeted therapy fiihrte hier auch zu einer gesteigerten
Expression von p53. Zudem wurde fiir beide Zellarten eine dosisabhidngige Einschrinkung
der metabolischen Aktivitit durch hohe Tivantinib-Konzentrationen unabhéngig von p73 im
MTS-Assay nachgewiesen. Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit somit die Rolle von
TAp73 in der Induktion der Expression von miR-34a, miR-145 und miR-149 im HCC
gezeigt.

Systemische Therapieoptionen im HCC sind stark limitiert. In dieser Arbeit wurde erstmals
die Regulation tumorsuppressiver miRs, insbesondere von miR-34a, miR-145 sowie miR-149,
durch die targeted therapy Tivantinib sowohl in nativen Hep3B- und HepG2-Zellen als auch
in Abhéngigkeit einer TAp73-Expression in Hep3B-Zellen nachgewiesen und dabei
potenziell synergistische, dosisabhidngige Effekte von TAp73 und dem Therapeutikum
identifiziert. Der stérkste Einfluss zeigte sich dabei fiir miR-149, vorwiegend in Abhingigkeit
von TAp73, wihrend miR-34a und miR-145 vor allem durch eine Kombination aus TAp73
und Tivantinib induziert wurden. Aufgrund der bekannten tumorsuppressiven Eigenschaften
der untersuchten miRs [171,181,200] ergibt sich aus diesen Ergebnissen ebenso wie aus der
p53-Induktion durch das Therapeutikum in HepG2-Zellen ein neuer Therapieansatz fiir

Patienten mit HCC.
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