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»,We have mechanical ventilators to breathe for you if your lungs falil,
dialysis machines if your kidneys fail,
and the heart is mostly just a pump, so we have an artificial heart.
But if your liver fails, there’s no machine to replace all its different functions...”
Dr. Anna Lok, Prasidentin der AASLD (2017)
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das hepatozellulare Karzinom

1.1.1 Epidemiologie

Mit weltweit 905 000 Neudiagnosen pro Jahr weist das hepatozellulare Karzinom
(HCC) die funft- (Manner) bzw. neunthochste (Frauen) Inzidenz aller Tumorleiden
auf. Zudem hat das HCC die dritthochste tumorbedingte Mortalitat und ist mit einem
Anteil von 75-85% die haufigste primar maligne Neoplasie der Leber (1,2). Mehr als
80% der Malignome treten in Sidostasien und in Subsahara-Afrika auf, in
Industriestaaten wie Amerika und dem europdaischen Kontinent lasst sich indes ein

kontinuierlicher Anstieg der Inzidenz beobachten (1,3,4).

1.1.2 Pathophysiologie

Die Hepatokarzinogenese ist ein komplexer Prozess. 70-90% der HCCs treten auf
der Basis einer bestehenden Leberzirrhose oder anderer chronischer
Lebererkrankungen auf, wobei Hepatitis B und Hepatitis C Viruserkrankungen 78%
aller HCCs bedingen. Auch andere krankheitsauslésende Faktoren wie Aflatoxin B1
Exposition, Alkoholkonsum (>50-70 g/d), nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH),
genetische Pradispositionen (al-Antitrypsinmangel, Hamochromatose) und Hepatitis
D Virus Infektionen konnen ursachlich fir die Entstehung eines HCCs sein
(Abbildung 1) (3,5,6).

Meist entwickelt sich das HCC auf der Basis einer chronischen Entziindung. Dies
resultiert zunachst in einer Fibrosierung des Lebergewebes. Aus der Fibrose kann
sich nach Jahren eine Zirrhose der Leber entwickeln, welche durch die Ansammlung
von epigenetischen und chromosomalen Verdnderungen wie Telomerverkiirzungen
oder onkogenen Lasionen zu einem malignen Phanotyp fiihrt (6-10). Uberdies kann
Aflatoxin B1 durch eine G zu T Transversion an Position 249 des Gens fur p53, dem

,Wachter des Genoms*“, unmittelbar karzinogen wirken (11,12).
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Abbildung 1: Uberblick uber den Prozess der Hepatokarzinogenese.

Darstellung der Ursachen einer chronischen Schadigung der Leber, die in chronischer Hepatitis, Fibrose und
schlieBlich einer Zirrhose resultieren und alle Risikofaktoren fiir die Entstehung eines HCC darstellen (modifiziert
nach (13)).

HBV Hepatitis B Virus, HCV Hepatitis C Virus, HCC hepatozellulares Karzinom, NASH nicht alkoholische
Steatohepatitis

Makroskopisch weisen HCCs ungepaarte Arterien, Blutungen, Nekrosen,
Verfettungen und Subknoten innerhalb des Tumors auf. Histologisch wird eine
Entdifferenzierung der Zellen, ein verdrangendes Wachstum und eine
Stromainvasion in die Lebertrias und das umgebende Gewebe beobachtet. Im
fortgeschrittenen Stadium kdnnen Gefal3invasion und extrahepatische Metastasen
auftreten (14,15).

AulRerdem reagiert der Korper auf die zirrhotisch verringerte Lebermasse und
Funktion mit einem wachstumsférdernden Milieu. So zeigt sich unter anderem eine
dreifach erhdhte Insulin-like growth factor Il (IGFIl) Konzentration in zirrhotischen
Lebern und eine neunfach erhohte IGFII-Konzentration in HCCs. Dieses Milieu

fordert auch die Tumorproliferation (3,16).

1.1.3 Klinik und Diagnostik

Wahrend das HCC bei Diagnose in einem frihen Stadium als potenziell kurabel gilt,
ist es im fortgeschrittenen Stadium mit einer eingeschrankten Prognose und oft nur
palliativen Behandlungsmoglichkeiten verbunden. Daher sind eine friihzeitige
Diagnosestellung und Behandlung fir das Outcome der Patienten/Patientinnen
essenziell. Leider werden die meisten Tumore erst in einem fortgeschrittenen

Stadium symptomatisch (14,17).
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So kann ein kontinuierlicher Schmerz im Epigastrium und im oberen rechten
Quadranten, der teilweise bis in den Rucken ausstrahlt, das erste Symptom des HCC
darstellen. Intensivieren sich die Beschwerden, ist von einer Dissemination in das
Zwerchfell auszugehen (18). Zudem zeigen <12% der Patienten/Patientinnen durch
intrahepatische Kompression oder Infiltration des Gallengangs einen obstruktiven
Ikterus (19). Weiterhin kann das HCC mit einem paraneoplastischen Syndrom
einhergehen. Dies umfasst beispielsweise die Symptome Hypercholesterindmie,
Hypoglyamie und Hyperkalzamie und ist mit einer schlechten Prognose verbunden
(20).

Da sich das HCC in 80-90% aus einer Zirrhose oder chronischen Lebererkrankung
entwickelt, sollten alle Patienten/Patientinnen mit dieser oder einer fortgeschrittenen
Fibrose das Angebot einer Ultraschalluntersuchung im Sechsmonatsintervall
wahrnehmen. Bei Nachweis einer Raumforderung im Ultraschall werden weitere
Untersuchungen durchgefuhrt. Dabei kénnen sowohl nichtinvasive, bildgebende als
auch invasive Verfahren eingesetzt werden (21,22).

Zunéchst wird die nichtinvasive Diagnostik genutzt. Es wird eine dynamische
kontrastmittelverstarkte Magnetresonanztomographie (DCE-MRT) durchgefuhrt.
Zeigt sich sowohl eine Hypervaskularitat (vermehrte Durchblutung des Tumors in der
arteriellen Phase) als auch ein Washout Phdnomen (verminderte Anreicherung des
Kontrastmittels innerhalb des Tumors in der vendsen Phase) sind beide
diagnostischen Merkmale des HCC erflllt. Zeigt diese Untersuchungsmethode
keinen eindeutigen Befund, wird bei kurativer Indikation eine triphasische
Computertomographie  (CT) oder ein kontrastmittelverstarkter  Ultraschall
durchgefuhrt. Bei Auffinden beider diagnostischer Merkmale des HCC gilt die
Diagnose auch dann als gesichert. Sind sie auch hier nicht eindeutig erkennbar, wird
die Raumforderung biopsiert und histologisch analysiert (Abbildung 2) (21-23).
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Abbildung 2: Diagnosealgorithmus bei Verdacht auf HCC gem&R der S3 Leitlinie fur Diagnostik und
Therapie des Hepatozellularen Karzinoms (modifiziert nach (21,23))

CEUS  kontrastmittelverstérkter ~ Ultraschall, CT  Computertomographie, @~ DCE-MRT  dynamische
kontrastmittelverstarkte Magnetresonanztomographie, HCC hepatozelluldres Karzinom, KM Kontrastmittel, US
Ultraschall

Ist die Diagnose HCC gestellt, wird das Tumorstadium durch das Barcelona Clinic
Liver Cancer (BCLC) Staging System ermittelt, welches zusatzlich zur Diagnostik
Behandlungsstrategien und Prognosen fur jedes Stadium festlegt. Die Einteilung
nach BCLC umfasst die funf Stadien 0, A, B, C und D, die durch das Tumorausmaf}
(Grol3e, Subknoten, Portalvenenthrombose), die Leberfunktion (Child Pugh Score zur
Bestimmung des Schweregrads der Leberzirrhose) und den Performance Status
(PS) der World Health Organisation (Krankheitsbelastung) definiert werden (23-25).
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1.1.4 Therapie

Ziel der Tumortherapie ist, die Uberlebenszeit zu verlangern und gleichzeitig die
Lebensqualitat zu erhalten. Hierfir stehen bei der Therapie des HCC sowohl kurative
als auch palliative Verfahren zur Verfigung, die es in Abh&ngigkeit der BCLC
Stadien einzusetzen gilt. Kurative Ansatze beinhalten die operative Resektion des
Tumors, die Lebertransplantation und die Radiofrequenzablation (RFA), wéhrend
sich palliative Verfahren der transarteriellen Chemoembolisation (TACE) und der
sogenannten Targeted Therapies und der Immuntherapie bedienen (Abbildung 3)
(22,26).

In Stadium O profitieren Patienten/Patientinnen von der RFA und der operativen
Resektion, die ebenfalls im Stadium A bei solitaren Raumforderungen Verwendung
findet. Eignet sich der Tumor nicht flr eine operative Resektion, ist die bevorzugte
Therapie im Stadium A die Lebertransplantation. Hierfir muss der Tumor die
sogenannten Milan-Kriterien erfullen, welche wie folgt definiert sind: eine L&sion <5
cm, bzw. bis zu drei Lasionen <3 cm, keine extrahepatische Manifestation und keine
vaskulare Invasion. Sind beide Verfahren in der Behandlung des Stadium A keine
Option, wird die RFA angestrebt (24,27).

Das initial nicht mehr kurable Stadium B nutzt die TACE, um das Uberleben der
Patienten/Patientinnen zu verlangern. Hierbei wird zunehmend die drug eluted bead
TACE angewendet (26).

Stadium C ist die Domane der medikamentésen Therapien. Die first line Therapie
bestehend aus Sorafenib oder Lenvatinib wurde durch die Kombination der
monoklonalen Antikérper Atezolizumab und Bevacizumab ersetzt (23). Jene zeigten
ein hoheres Gesamt- und progressionsfreies Uberleben als Sorafenib (28).
Atezolizumab ist ein PD-L1 (programmed death-ligand 1) Inhibitor, der eine
Reaktivierung der Immunantwort gegen Tumorzellen bedingt, wahrend Bevacizumab
gegen VEGF (vascular endothelial growth factor) gerichtet ist und so die
GefalRversorgung und das Wachstum des HCC hemmt (28-31). Neue Daten der
HIMALAYA-Studie zeigen zudem die Uberlegenheit der Kombination von
Durvalumab und Tremelimumab (STRIDE-Schema) gegeniiber Sorafenib (23,32,33).
Bei Unvertraglichkeit dieser Targeted Therapies oder Progress des HCC besteht die
Indikation zur Therapie mit Sorafenib oder Lenvatinib (23). Sorafenib ist ein oraler
Multikinaseinhibitor, der antiangiogen und antiproliferativ wirkt, indem er den RAF-

(rapidly accelerated fibrosarcoma) Signalweg sowie den VEGF1-3 Rezeptor und den
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PDGFB Rezeptor (platelet derived growth factor Rezeptor ) blockiert (34). Sorafenib
verlangert die Uberlebenszeit um durchschnittlich 2,8 Monate. Allerdings entwickeln
die meisten Patienten/Patientinnen 55 Monate nach  anfanglichem
Therapieansprechen eine Resistenz gegentber Sorafenib mit Progress des HCC
(35). Lenvatinib, ein oraler Multikinaseinhibitor, inhibiert den VEGFR1-3 Rezeptor,
den FGF1-4 Rezeptor (fibroblast growth factor 1-4 Rezeptor) und PDGFa Rezeptor
(platelet derived growth factor Rezeptor a) sowie RET (RET-Tyrosinkinase) und KIT
(KIT-Tyrosinkinase) (36). Bei Progress des HCC unter Sorafenib sind Regorafenib
und Cabozantinib, ebenfalls orale Multikinaseinhibitoren, sowie bei Alpha-Fetoprotein
(AFP) Werten Uber 400 ng/ml der VEGF2 Rezeptor Antikbrper Ramucirumab, zur
second line Therapie zugelassen. Auch Regorafenib inhibiert den VEGF1-3
Rezeptor, sowie den PDGF(3 und FGF1 Rezeptor und die Kinasen KIT, RET und B-
RAF, wahrend Cabozantinib ein MET (MET-Tyrosinkinase), VEGF2 Rezeptor und
RET-Inhibitor ist. Sie verlangern die Uberlebenszeit um durchschnittlich 2,8 bzw. 2,2
Monate. Ramucirumab verlangert die Uberlebenszeit um durchschnittlich 3,1 Monate
(37-42).

Im Stadium D wirkt keine Therapie lebensverlangernd. Die Patienten/Patientinnen
profitieren von einer palliativen Behandlung bestehend aus symptomatischer
Therapie und psychologischer Unterstiitzung (24,43).

Zusammenfassend ist die Gesamtuberlebenszeit nach Diagnosestellung abhé&ngig
vom Krankheitsstadium, der Leberfunktion und den zur Verfigung stehenden
Therapieoptionen. Wahrend BCLC-Stadium O noch heilbar ist, sinkt die
Uberlebenszeit von durchschnittich >5 Jahren fur bis zu 70% der
Patienten/Patientinnen in Stadium A auf 3-4 Monate fur Patienten/Patientinnen in
Stadium D. Trotz fortschreitender Forschungserkenntnisse und daraus entstehenden
Behandlungsmoglichkeiten ist das Gesamtuberleben limitiert, wenn mehr
Patienten/Patientinnen in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert werden als in
kurablen (24).

11
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1.2 Die Insulin-like growth factor Familie

1.2.1 Mitglieder der Insulin-like growth factor Familie

Die Insulin-like growth factor (IGF) Familie besteht aus den Insulin-like growth factors
(IGFs), den Insulin-like growth factor Rezeptoren (IGF-Rezeptoren) und den Insulin-
like growth factor binding proteins (IGFBPs). Sie aktivieren Signalwege, welche zu
Proliferation, Differenzierung und Migration fihren (44) und damit auch zur

Tumorprogression beitragen kdnnen (Abbildung 4).

1211 IGFs

Insulin-like growth factor | (IGFI) und Insulin-like growth factor Il (IGFII) bilden die
Gruppe der IGFs. IGFII stellt vornehmlich den Wachstumsfaktor des fetalen, IGFI
den des adulten Organismus dar. Sie werden Uberwiegend in der Leber gebildet;
durch lokale Produktion kbénnen sie auch autokrin und parakrin wirken (45).

Das IGFI Gen ist auf Chromosom 12 lokalisiert und kodiert fur ein Protein bestehend
aus 70 Aminosauren mit einer Masse von 7,6 kDa (46—49). Das IGFIlI Gen ist auf
Chromosom 11 lokalisiert und kodiert fur ein Protein bestehend aus 67 Aminosauren
mit einer Masse von 7,5 kDa. Mit einer Homologie von 62% weisen die
Wachstumsfaktoren eine hochkonservierte Struktur auf, die einen gemeinsamen
Ursprung nahelegt. Sie haben in ihrem Aufbau mit A-, B- und C-Doméne Ahnlichkeit
mit dem Propeptidhormon Proinsulin, besitzen jedoch zusétzlich eine variable D-
Domane (46,49,50).

Die Serumkonzentrationen von IGFI und IGFIl betragen 200 ng/ml bzw. 700 ng/ml
(51). Bei Patienten/Patientinnen mit zirrhotischen Lebern kann sich durch Abnahme

der Hepatozytenfunktion eine geringere IGFI-Konzentration finden (52).

1.2.1.2 IGF-Rezeptoren

IGFI und IGFII wirken durch Bindung an IGF-Rezeptoren. Diese bestehen aus den
IGF-1 Rezeptor und Insulinrezeptor (Typ A) Tyrosinkinasen, sowie dem IGF-2
Rezeptor (53).

Der IGF-1 Rezeptor bindet IGFI mit einer héheren Affinitat als IGFII und Insulin, der
Insulinrezeptor weist eine umgekehrte Bindungsaffinitat auf. Die Bindungsaffinitat
des IGF-2 Rezeptors ist fur IGFIl um ein Vielfaches hoher als fur IGFI (52,54-57).

13
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Der heterotetramere IGF-1 Rezeptor ist auf Chromosom 15 lokalisiert, zu 49%
homolog zum Insulinrezeptor und besitzt eine a232 Konfiguration. Die a-Untereinheit
agiert extrazellular als Bindungsstelle fur IGFI und IGFII, wéhrend die B-Untereinheit
durch Autophosphorylierung intrazellular Signalkaskaden einleitet (58,59). Dabei
wirkt die Aktivierung des IGF-1 Rezeptors proliferationsférdernd und kann

gleichzeitig die Induktion der Apoptose hemmen (53,60).

IGF-2 - ©
Rezeptor"t(a@lzb_1 @ @
| @

Rezeptor

Bad-
Bcl-2

Protein- Glukose- Apoptose- Proliferation
synthese metabolismus hemmung und Migration

Abbildung 4: Darstellung des IGF-Signalweges

Die Aktivierung des IGF-1 Rezeptors fiihrt durch Autophosphorylierung zur Aktivierung verschiedener
Signalkaskaden. Durch Phosphorylierung von PI3K und Aktivierung von Akt wird tiber mTOR die Proteinsynthese
und Uber GSK-3B der Glukosemetabolismus gesteigert. Durch Freisetzung von Bcl-2 aus dem Komplex mit Bad
wird die Apoptose inhibiert. Die Aktivierung des RAS/RAF/Erk-Signalweges fuhrt zur Transkription proliferativer
Gene (modifiziert nach (61)).

Akt Proteinkinase B, Bad Bcl-2-Antagonist-of-Cell-Death, Bcl2 B-cell Lymphoma 2, Erk extracellular-signal
regulated kinases, GSK-3B Glykogensynthase-Kinase 3B, IGFBP2 Insulin-like growth factor binding protein 2,
MEK mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase, mMTOR mammalian Target of Rapamycin, PI3K Phophoinositid-3-
kinase, RAF rapidly accelerated fibrosarcoma, RAS rat sarcoma,

1. Durch Aktivierung von PI3K (Phophoinositid-3-kinase) wird Akt (Proteinkinase
B) phosphoryliert. Dies fuhrt zur Induktion mehrerer Prozesse. Durch
Aktivierung der mTOR (mammalian Target of Rapamycin) wird die
Proteinsynthese, durch Inhibierung der GSK-3B (Glykogensynthase-Kinase-

3B) der Glucosemetabolismus gesteigert. Bcl-2 (B-Cell Lymphoma 2) wird aus

14



Einleitung

dem Bcl-2-Bad (Bcl-2-Antagonist-of-Cell-Death) Komplex freigesetzt und
inhibiert die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien. Folglich
wird die Auslésung der Apoptose durch den intrinsischen Signalweg gehemmt
(Abbildung 4) (60,62).

2. Durch Aktivierung des RAS/RAF/Erk- (rat sarcoma/rapidly accelerated
fiborosarcoma/extracellular-signal regulated kinases) Signalweges wird unter
anderem der Transkriptionsfaktor ELK1 (ETS like-1-Protein) induziert, der
durch Aktivierung von Zielgenen die Proliferation fordert (Abbildung 4) (63).

Aus einem Zusammenspiel dieser Signalwege kann somit die stark anabole,
mitogene und proliferationsstimulierende Wirkung der IGF Familie erklart werden
(61).

Eine hohe Oberflachenexpression des IGF-1 Rezeptors findet sich auf vielen
Tumorzellen und fordert Proliferation, Invasion und Metastasierung (64). Der
Tumorsuppressor p53 kann die Expression des IGF-1 Rezeptors auf DNA Ebene
inhibieren. Im Gegensatz dazu aktiviert mutiertes p53 den IGF-1 Rezeptor (65).

Der IGF-2 Rezeptor ist auf Chromosom 6 lokalisiert und erftillt bei Bindung von IGFII
eine regulatorische Funktion, da durch Aufnahme und lysosomale Degradation die
Konzentration des extrazellular vorliegenden IGFII vermindert wird (Abbildung 4)
(56,66,67). Bei der Karzinogenese des HCC kommt es haufig zu Mutationen mit
darauffolgendem Verlust des IGF-2 Rezeptors (68). Dies erhoht die Konzentration
von freiem IGFIl und ermdglicht somit eine vermehrte Bindung an den IGF-1

Rezeptor und Proliferation der Tumorzellen.

1.2.1.3 Insulin like growth factor binding Proteine

Nur ungefahr 1% der IGFs liegen frei im Serum vor. 99% sind gebunden an Insulin-
like growth factor binding Proteine (IGFBPs) (69-72).

Die Familie der IGFBPs umfasst sechs Mitglieder, IGFBP1 - IGFBP6, die in ihrer
Genstruktur hochkonserviert und in der N- und C-terminalen Doméane homolog sind.
Diese beiden Domanen bilden die IGF Bindestelle (73-75). Die N-terminale Region
besteht aus einem Exon inklusive der spezifischen Bindungssequenz GCGCCxxC,
die C-terminale Region besteht aus zwei an der Bindung beteiligten Exons. Zwischen
diesen befindet sich die Linker Region. Sie hat auf die IGF Bindung wenig Einfluss
(Abbildung 5) (76,77).
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Bl N-terminale Region
B Linker Region
B C-terminale Region

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Genstruktur der IGFBPs.

1.2.2 Funktion der IGFBPs

Die bekannteste Funktion der IGFBPs besteht in der Bindung von IGFs. Dadurch
limitieren IGFBPs die Verfugbarkeit von IGFs und verhindern die Bindung an den
IGF-1 Rezeptor. Dabei besitzen sie eine hohere Bindungsaffinitat als der IGF-1
Rezeptor. Andererseits schitzen die IGFBPs IGFs vor dem Abbau durch Proteasen
und verlangern folglich die Halbwertszeit der Liganden (45,70).

Die durch Metabolisierung von IGFBPs entstehenden Spaltprodukte veradndern
zudem ihre Affinitat fur IGFs. So fuhrt die Proteolyse von IGFBPs durch Enzyme wie
die Metalloprotease ADAM28, die Matrix Metalloprotease 7 (MMP7) und das
pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A) in Tumorzelllinien zu einer
Dissoziation des IGFBP-IGF Komplexes. Die vermehrte Verfugbarkeit von IGF
resultiert dann in gesteigerter Proliferation (78—80).

Weiterhin  kénnen IGFBPs IGF-unabhangig mit Zelloberflachenproteinen
interagieren. Beispielsweise bindet IGFBP1 Uber seine RGD Sequenz an den a531
Integrin Rezeptor (Fibronektin Rezeptor) (81). Zudem wird die Existenz von
spezifischen IGFBP-Rezeptoren diskutiert (82,83).

IGFBPs kénnen intrazellular und -nukleér lokalisiert sein. Bereits 1997 wurde die
Prasenz von IGFBP3 im Nukleus postuliert (84). Im Zellkern beeinflussen IGFBPs
Transkription und  Transaktivierung. So  besitzt IGFBP5 N-terminal
Transaktivierungsaktivitat in glatten GefalBmuskelzellen (85). Auch IGFBP2 und

IGFBP3 weisen diese Transaktivierungsaktivitat auf (86).

Die Funktion von IGFBPs in Karzinomen wird kontrovers diskutiert. Wie Baxter et al.
zusammenfassen, agieren die verschiedenen IGFBPs gewebeabhéngig sowohl als
Tumorsuppressoren als auch als Onkogene (87). Dies soll im Folgenden beispielhaft
dargestellt werden.

IGFBP1 kann in CHO-Zellen die Zellmigration erh6hen und wirkt daher onkogen (81).

Demgegeniber ist eine niedrige IGFBP1 Konzentration im HCC mit einer

16



Einleitung

schlechteren Prognose verbunden. Dies deutet auf eine tumorsuppressive Funktion
von IGFBP1 hin (88). IGFBP3 wird in mehreren Krebsarten als tumorsuppressiv
beschrieben. Durch Bindung von IGFBP3 an den Retinoid X Rezeptor a konnte in
Prostatakarzinomzellen Apoptose induziert, durch Aktivierung des TGF@ Rezeptors
das Wachstum von Mammakarzinomzellen gehemmt werden (89,90). IGFBP4
hemmt Wachstum und Invasivitat in Lungenkarzinomzellen (91). Andererseits zeigen
hamatopoetischen Stammzellen unter Einfluss von IGFBP4 eine gesteigerte
Migration und in Patientinnen mit Ovarialkarzinom konnte im Vergleich zu gesunden
Frauen eine durchschnittlich hohere Konzentration von IGFBP4 gefunden werden
(92,93). IGFBP6 steigert in Rhabdomysarkomzellen durch Aktivierung des MAPK-
(mitogen-activated protein kinase) Signalweges die Migration und induziert
andererseits in nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomzellen Apoptose (94,95).

Selbst gleiche Tumorentitaten werden von IGFBPs unterschiedlich beeinflusst. In
Brustkrebszellen reduziert IGFBP5 zum einen das Wachstum und induziert
Apoptose, gleichzeitig gehen hohe IGFBP5-Konzentrationen mit einer schlechteren
Prognose einher (96,97).

Zusammenfassend wurden die Effekte und mogliche Signalwege, Uber die IGFBPs
wirken, bereits intensiv untersucht, ohne zu eindeutigen Ergebnissen zu gelangen.
IGFBP1, IGFBP4 und IGFBP6 wirken nach momentanem Stand vermehrt
tumorsuppressiv, wahrend die Datenlage fir IGFBP3 und IGFBP5 weiterhin unklar
ist (87).

1.2.3 IGFBP2

IGFBP2 ist auf dem langen Arm von Chromosom 2 lokalisiert (73). Wie bereits
erwéhnt, besitzt es N- und C-terminal IGF-Bindungsdoméanen (75,76). Dabei bindet
IGFBP2 IGFII mit einer htheren Affinitat als IGFI (98).

AulRerdem wurden weitere Doméanen in der Struktur von IGFBP2 identifiziert, die eine
Interaktion mit seiner Umwelt ermdglichen. Dazu gehdren die RGD Doméne und die
Heparin Bindedoméane (Abbildung 6).

Die RGD Domane besteht aus dem Tripeptid Arginin, Glycin und Aspartat und
vermittelt seine Effekte durch Bindung an Integrine, speziell an das Integrin a5p1.
Dies fuhrt zu Phosphorylierung der fokalen Adhasionskinase (FAK) und Aktivierung
des Erk-Signalweges (99-103).
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IGFBP2 besitzt im Vergleich zu den anderen IGFBPs zwei statt einer Heparin-
Bindedomane, die in der Linker Region und der C-terminalen Region lokalisiert sind.
Sie ermdglichen die Interaktion mit extrazellularer Matrix und Glykosaminoglykanen.
Die Bindung kann dabei IGF-abhangig und IGF-unabhangig stattfinden, wobei der
IGFII/IGFBP2 Komplex eine héhere Affinitat aufweist als IGFBP2 allein (104—-108).

B N-terminale Region [ IGFBindungsdomine
B LinkerRegion [0 HBD Domine
B C-terminale Region B RGDDomine

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Domé&nenstruktur von IGFBP2.

Zusatzlich zur extrazellularen Wirkung zeigt IGFBP2 Transaktivierungsaktivitat.
Wahrend die physiologische Rolle hierbei weiterhin unklar ist, konnten einige
Funktionen in Krebszelllinien identifiziert werden. So fuhrt IGFBP2 in der
Neuroblastomzelllinie SHEP zu einer Erhdhung der VEGF-Expression. Dies resultiert
neben der Erhéhung prometastatischer Eigenschaften auch in vermehrter
Angiogenese (86,109).

Andererseits vermittelt IGFBP2 als ein Zielgen der p53 Familie die Hemmung der Erk
Phosphorylierung durch IGFI. Somit zeigt sich hier eine Verbindung der
wachstumsinhibierenden Proteine mit den wachstumsstimulierenden Signalwegen, in
der IGFBP2 eine essenzielle Rolle einnimmt (110,111).

Zusammenfassend kann IGFBP2 (ber unterschiedliche Interaktionen die
Signaltransduktion der Zelle beeinflussen. Die jeweiligen Effekte konnen IGF-
abhéngig oder IGF-unabhéngig sein und intra- oder extrazellular ausgelést werden.
Somit erdffnen sich viele Moglichkeiten, wie IGFBP2 zur Beeinflussung des

Metabolismus genutzt werden kann.

1.2.4 IGFBP2 und Krebs

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde der Einfluss der p53 Familie auf das
Therapieansprechen des HCC untersucht. Durch Ermittlung von p53
Zielgenexpressionsprofilen konnte eine Verknupfung zwischen der IGF und p53
Familie hergestellt werden. Hierbei wurde IGFBP2 als prognostisch relevantes
Zielgen der p53 Familie im HCC identifiziert (111,112).

18



Einleitung

IGFBP2 wurde Dbereits in mehreren Tumorentitdten untersucht. Die
Serumkonzentration von IGFBP2 ist bei Patienten/Patientinnen mit Lungen-,
Ovarial-, Pankreas-, Magen-, Kolonkarzinomen und Glioblastomen erhoht (113-118).
Weiterhin  besteht eine Korrelation zwischen IGFBP2-Konzentration und
Malignitatsgrad fur Kolon-, Nebennieren-, Lungen, Ovarial- und Prostatakarzinome
(113,119-122). Bei Patienten/Patientinnen mit Lungen-, Magen-, und
Kolonkarzinomen korreliert die IGFBP2-Serumkonzentration zudem mit einer
geringeren Uberlebenszeit (113,116,117).

Wie Hoeflich et al. zusammenfassen, ist nicht nur die Serumkonzentration von
IGFBP2 ist in diesen Tumorentitaten erhoht, ferner wird IGFBP2 von Bronchial-,
Kolon-, Nebennieren-, Mamma-, Ovarial-, Prostata-, ZNS- und Pankreaskarzinomen
selbst gebildet und sezerniert. IGFBP2 beeinflusst dabei Proliferation, Migration und
Aggressivitat der Malignome (123).

Zudem wird IGFBP2 bereits als postoperativer Verlaufsparameter zur Detektion von
Rezidiven in Glioblastomen diskutiert, da ein Zusammenhang zwischen hohen
IGFBP2-Serumkonzentrationen und dem Auftreten von Rezidiven gezeigt wurde
(118). In Ovarialkarzinomen wird IGFBP2 als Prognosemarker untersucht, da bei
erfolgreicher Therapie ein Abfall der IGFBP2-Serumkonzentration beobachtet wurde
(122).

Dies macht IGFBP2 zu einem wichtigen Target in der Genese und Behandlung von
Karzinomen.

Uber die Rolle von IGFBP2 in Verbindung mit dem HCC ist bisher nur wenig
bekannt. Ranke et al. analysierten 2003 erstmals die IGFBP2-Serumkonzentration
von Patienten/Patientinnen mit HCC. Hierbei zeigten sich neben der erhéhten AFP
Konzentration erhéhte IGFBP2 Werte (124). In einer Analyse von Ma et al. aus dem
Jahr 2020 wiesen die Autoren eine Korrelation zwischen hohen IGFBP2-
Serumkonzentrationen und niedriger Differenzierung, fortgeschrittenem
Tumorstadium und einer vorliegenden Metastasierung nach (125). Guo et al. zeigten
im selben Jahr eine Korrelation zwischen hoher IGFBP2 Expression in HCCs und
erhohter Rezidiv Wahrscheinlichkeit bzw. verkirztem Gesamttberleben (126).

Ziel dieser Promotionsarbeit ist ein vertieftes Verstandnis der Hepatokarzinogenese
und der Bedeutung von IGFBP2 fur Malignitat, Invasivitat und Therapie-Ansprechen.
Hierdurch kdnnen neue therapeutische Angriffspunkte entwickelt und eine

individualisierte Therapie des HCC ermdglicht werden.
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1.3 Zielsetzung

IGFBP2 gewinnt zunehmend an Bedeutung als wichtiger Faktor fir das
Tumorwachstum. Das HCC gehort, bedingt durch sowohl die Tumorerkrankung per
se wie auch die zugrundeliegende Leberzirrhose zu den Krebsarten mit hoher
Mortalitdt. Ziel dieser Arbeit ist, den Einfluss von IGFBP2 auf Invasivitat,
Tumorprogression und Therapie-Ansprechen des HCC zu untersuchen.

Zunachst wurde ein Zellkultur-basiertes Modell etabliert, das eine Untersuchung der
IGFBP2-Signaltransduktion in Hepatomzellen erlaubt. Hierzu wurden IGF und seine
Rezeptoren in der HCC-Zelllinie Hep3B quantifiziert und entsprechende Konstrukte
zur gezielten Expression und Hemmung des IGFBP2-Signalweges etabliert.
AnschlieBend wurden der Einfluss von IGFBP2 auf die Malignitat und das
Therapieansprechen in diesem Hep3B-basierten Zellkultur-Modell in vier
Fragestellungen charakterisiert:

1. Viele Tumorzellen verlieren im Verlauf der Karzinogenese die Fahigkeit zur
Apoptose. Welchen Einfluss hat IGFBP2 auf die Zelltod- bzw. Apoptoseraten
von HCC-Zellen?

2. Wie beeinflusst IGFBP2 essenzielle Tumorcharakteristika wie Proliferation,
Zellviabilitat und Zellmigration in HCC-Zellen?

3. Welche intrazellularen Signalwege sind an der Vermittlung IGFBP2-
abhangiger Effekte in HCC-Zellen beteiligt?

4. In der medikamentosen Therapie des HCC spielen vor allem Immuntherapie
und Targeted Therapies eine bedeutende Rolle. Hat IGFBP2 einen Einfluss
auf das Therapieansprechen?

Somit soll in dieser Doktorarbeit die Funktion von IGFBP2 im HCC detailliert
charakterisiert werden, um zu determinieren, in welcher Weise IGFBP2 zu wichtigen
Eigenschaften von Tumorzellen beitragt. Durch das genaue Verstandnis der
IGFBP2-vermittelten Mechanismen sollte eine Basis geschaffen werden, auf der
kinftige individualisierte und patientenorientierte Therapieoptionen fiur das HCC

entwickelt werden kénnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Laborbedarf

Tabelle 1: Gerate und Laborbedarf
Axiovert 200M MAT

Biofuge Pico

Bio-Plex® MAGPIX™ Multiplex Reader
Cell culture Flask, T-175, T-75
Centrifuge 5415C

Centrifuge 5430R

Certomat R

ChemiDoc XRS Plus

Clear Microplate

Combitips advanced 1/2,5/5/10 ml
Combitips plus 1/2,5/5/10 mi
Corning™ 6 Well Cell culture Cluster
Corning™ 96 Well Cell culture Plate
Corning™ Stripette™ 5/10/25/50 ml
Easypet

EMax Plus Microplate Reader
Entsorgungsbeutel 10

Eppendorf Research Plus
2/5/10/100/200/1000

epT.l.P.S Standard 0,5-20/50-1000
EV261

Falcon ® 2 ml Aspirating Pipet

Test Tube with Cell Strainer Snap Cap
Falcon ® Conical Tube 50 ml, 15 ml
L'2200

Laminair HB 2448
Latex protective gloves Manu L
Light Cycler 480

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen
R&D Systems GmbH, Wiesbaden
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Sigma Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg
Sigma Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg
Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Eppendorf AG, Hamburg

Molecular Devices GmbH, Biberach

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Consort Medical, Hemel Hempsted, UK
Corning, Wiesbaden

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Stemcell Technologies, Koln

Sartorius Lab Instruments GmbH & Co KG,
Gottingen

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Berner International GmbH, EImshorn

Roche Diagnostics GmbH, Berlin
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Light Cycler 480 Multiwell Plate 384

LSR Fortessa
Megafuge 1.0R
Megafuge 16R

Microlance 3

Microstar 17

Mini-Spin Plus

Multigel

Multipette Plus

MyFuge mini
Nanophotometer
NeoTouch Premium disposable
neoprene gloves

Olympus CK2

Plastipak 1ml luer

PVDF Transfer Membrane

Quali-PCR-Tube-Streifen
Safe lock Tubes 1,5 ml
Skim Milk Powder
Spritzenfilter 0,22 pum

Steri Cult 200 Inkubator
Stripette 5/10/25/50 mi
Sorvall RC6 Plus Zentrifuge

TC20 automated cell counter
TC-Schale 60/100, Standard
TE77XP

Thermo Herasafe HSP9
Thermomixer Compact

TUS 80-100

Vakuumfilter Rapid Filtermax 500
Whatman 3mm Chr Blottingpaper
WT 16

Zellschaber 2-Posit. Klinge 25

Roche Diagnostics GmbH, Berlin

BD Biosciences, Heidelberg

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

BD Biosciences, Heidelberg

VWR, Darmstadt

Eppendorf AG, Hamburg

Biometra GmbH, Gdéttingen

Eppendorf AG, Hamburg

Benchmark Scientific Inc., Edison, NJ, USA
Implen GmbH, Miinchen

Ansell, Richmond, Melbourne

micro optic nosch Glinter Wasmer eK, Freiburg
BD Biosciences, Heidelberg
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt
Eppendorf AG, Hamburg

Fluka Analytical, Seelze

TPP, Trasadingen, Schweiz

Forma Scientific Inc., Marietta, OH, USA
Sigma Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg
Thermo Electron Corporation, Waltham, MA,
USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Sarstedt AG & Co KG, Nimbrecht

Hoefer Inc., Holliston, MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Eppendorf AG, Hamburg

Fryka Kaltetechnik, Esslingen

TPP, Trasadingen, Schweiz

GE Healthcare Life Sciences, Chicago, USA
Biometra GmbH, Gottingen

Sarstedt AG & Co KG, Numbrecht
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Zoe fluorescent cell imager

2.1.2 Software

Tabelle 2: Software
AxioVision Rel. 4.8

BD FACSDiva Software 8.0.1
BIO-1D 15.07

Bio-Plex Manager Software 6.1.1
Flowlogic 7.2.1

IBM SPSS Statistics

Image J 1.8.0_112

Image Lab 6.0.1

LightCycler 480 Software 1.5.1
Microsoft Excel

Microsoft PowerPoint

Soft Max Pro 6.4.2

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

Carl Zeiss AG, Oberkochen

BD Pharmigen, Heidelberg

Vilber Lourmat Deutschland GmbH,
Eberhardzell

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Inivai, Victoria, Australien

SPSS Inc., Chicago, USA

Wayne Rasband, National Institutes of Health,
Bethesda, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Roche Diagnostics GmbH, Berlin
Microsoft Corporation, Redmond, USA
Microsoft Corporation, Redmond, USA

Molecular Devices LLC, San Jose, USA

2.2 Molekularbiologische Reagenzien

2.2.1 Zellkulturreagenzien, Chemikalien

Standard-Reagenzien wurden von labortblichen Herstellern bezogen und sind von

per analysis Qualitat. Nicht Standard-Reagenzien sind im Folgenden aufgefihrt:

Tabelle 3: Zellkulturreagenzien und Chemikalien

10% APS
2x Brilliant Il Ultrafast SBYR

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)—2,5-
diphenyltetrazolium bromid

Ampicillin

Bovine Serum Albumin (BSA), Fraction
\%

Buffer TE

Cell proliferation Staining Reagent —

Sigma Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg
Agilent Technologies GmbH & Co. KG,
Waldbronn

Promega GmbH, Mannheim

Ratiopharm GmbH, Ulm
Biomol GmbH, Hamburg

QIAgen GmbH, Hilden
Abcam, Cambridge, UK
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Green Flourescence Cyto Painter
Complete Tablets, Mini EDTA free,
EASY Pack

DAPI Solution

Dimethylsulfoxid (DMSO)
DL-Dithiothreitol

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline

Fetales Kalberserum

Gene solution siRNA (1nmol)
G418 disulfate salt solution
Gentamycin, G1264

Milchpulver

Minimum Essential Medium (MEM)
TEMED

Normal goat serum

Opti-MEM

Page Ruler Plus Prestained Protein
Ladder

PhosSTOP easypack

Phenazin Methosulfat

Reblot Plus Strong Solution (10x)
Recombinant IGFBP2 25 ug

RIPA Buffer

Staining Buffer

Transfectin Lipid Reagent

Trypsin Losung 10X

2.2.2 LOsungen

Tabelle 4: Lésungen
5% BSA

10x SDS Page Puffer

Roche Diagnostics GmbH, Berlin

BD Biosciences, Heidelberg

Sigma Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg
Sigma Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg
Sigma Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

QIAgen GMBH, Hilden

Sigma Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg
Sigma Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Sigma Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg
Merck Chemicals GmbH, Darmstadt

R&D Systems GmbH, Wiesbaden

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Roche Diagnostics GmbH, Berlin

Sigma Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg
Merck Chemicals GmbH, Darmstadt

R&D Systems GmbH, Wiesbaden

Sigma Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg
BD Biosciences, Heidelberg

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

Sigma Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg

2,5 g BSA, 50 ml Waschpuffer
250 mM Tris, 2,5 M Glycin, 1% SDS

Anodenpuffer A (pH 10,6)
Anodenpuffer B (pH 10,4)
ECL Mix

18,2 g Tris, 100 ml MeOH, 400 ml H,O
1,5 g Tris, 100 ml MeOH, 400 ml H,O
2 ml 250 mM Luminol in DMSO, 890 pl 90 mM p-Coumarin
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in DMSO, 20 ml Tris (pH 8,5), 177 ml H.O
Kathodenpuffer C (pH: 9,4) 1,5 g Tris, 2,6 g Amino-Hexansaure, 400 ml H,O

Master Mix 5 ul SYBR green, 1 pl Primer, 3 pl HO

MTS Assay 1000 pl 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)—2,5-
diphenyltetrazolium bromid, 75 pl Phenazin Methosulfat

Reagenz A Bicinchoninsaure

Reagenz B 4% Kupfersulfat

RIPA Puffer RIPA Buffer, 1 Tablette PHOSstop easypack, 1 Tablette
Complete

RT Master Mix 1 pl RT Primer, 4 pl Quantitect 5x Buffer, 1 ul RT

Waschpuffer Phosphate Buffered Saline (PBS), 0,05% Tween 20

2.2.3 Kits

Tabelle 5: Kits

DuoSet Human IGFI R&D Systems GmbH, Wiesbaden

DuoSet Human IGFII R&D Systems GmbH, Wiesbaden

DuoSet Human IGFBP2 R&D Systems GmbH, Wiesbaden

Lipofectamin LTX and Plus Reagent Invitrogen AG, Karlsbad, CA, USA

MILLIPLEX MAP 2 Plex Merck Chemicals GmbH, Darmstadt

Phospho/Total mTOR — Cell Signaling

Multiplex Assay

MILLIPLEX MAP Total/Phospho Akt —  Merck Chemicals GmbH, Darmstadt

Cell Signaling Multiplex Assay

MILLIPLEX MAP Total/Phospho Erk —  Merck Chemicals GmbH, Darmstadt

Cell Signaling Multiplex Assay

Pierce Rapid Gold BCA Protein Assay Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Kit

Plasmid Maxi Kit (250) QIAgen GmbH, Hilden
RNeasy Mini Kit (250) QIAgen GmbH, Hilden
RNeasy Plus Mini Kit (250) QIAgen GmbH, Hilden
QIlAfiler Plasmid Maxi Kit (25) QIAgen GmbH, Hilden
QIAshredder (250) QIAgen GmbH, Hilden
Quantitect Reverse Transcription Kit QIAgen GmbH, Hilden
2.2.4 Enzyme

RNase-Free DNase Set QIAgen GmbH, Hilden
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2.2.5 Expressionsplasmid

Das Plasmid zur Uberexpression von IGFBP2 und das Kontrollplasmid enthielten
einen Cyomegalievirus immediate early gene Promotor, das grin fluoreszierende
Protein (GFP) Gen sowie ein Neomycin und Ampicillin Resistenzgen. Das

Expressionsplasmid beinhaltete zudem das IGFBP2 Gen.

Tabelle 6: IGFBP2 Expressionsplasmid und Kontrollplasmid

Plasmid Hersteller

IGFBP2 (NM_000597) Human Tagged ORF Origene Technologies GmbH, Herford
Clone (RG202573)

pCMV6-AC-GFP Tagged Cloning Vector Origene Technologies GmbH, Herford
(PS100010)

2.2.6 siRNA

Vier verschiedene small interfering RNAs (siRNAs) wurden zum Knockdown von
IGFBP2 verwendet. Die Transfektion von siRNA scrambled diente als Kontrolle ohne

Auswirkung auf die Genexpression.

Tabelle 7: IGFBP2 siRNA Konstrukte

SiRNA Hersteller

Hs_IGFBP2_1 FlexiTube siRNA (S100012495) QIAgen GmbH, Hilden
Hs IGFBP2_2 FlexiTube siRNA (S100012502) QIAgen GmbH, Hilden
Hs_ IGFBP2_3 FlexiTube siRNA (S100012509) QIAgen GmbH, Hilden
Hs_IGFBP2_4 FlexiTube siRNA (S102623859) QIAgen GmbH, Hilden
Negative Control siRNA (1027310) QIAgen GmbH, Hilden

2.2.7 Western Blot Antikorper

Tabelle 8: Priméarantikorper

Antikorper Laufweite Verdunnung Hersteller

Anti-IGFBP2 (#3922) 35 kDa 1:1000 Cell Signaling Technologies,
Frankfurt

Anti-p73 antibody 63 kDa 1:1000 Abcam, Cambridge, UK

(EP436Y) (#ab40658)

Tabelle 9: Sekundérantikdrper

Antikorper Verdinnung  Hersteller
Anti-Rabbit 1IgG (A0545) 1:10000 Sigma Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg
Anti-B-Aktin (A2228) 1:10000 Sigma Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg
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2.2.8 qPCR Primer

Alle Primer fur die quantitative SYBR green basierte Real Time Polymerase

Kettenreaktion (RT-PCR) wurden von der Firma QIAgen bezogen. Die lyophilisierten

Primer wurden in 1,1 ml Puffer TE auf eine 10X Losung verdinnt.

Tabelle 10: gPCR Primer
Primer

Hs GAPDH_1 SG QuantiTect Primer Assay
Hs IGFBP2_1 SG QuantiTect Primer Assay
Hs TP73 1 SG QuantiTect Primer Assay

2.2.9 FACS Antikorper
Tabelle 11: FACS Antikdrper

Antikorper Volumen
BV421 Mouse Anti Human CD222 5ul
BV421 Mouse IgG1k Isotype Control 5ul
PE Mouse IgG1k Isotype Control 20 pl
PE Mouse Anti Human CD220 10
PE Mouse Anti Human CD221 20 pl

Katalognummer
QT00079247
QT00066115
QT00030240

Hersteller

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

2.2.10 Chemotherapeutika und Targeted Therapies

Tabelle 12: Chemotherapeutika und Targeted Therapies

Chemotherapeutikum Serum-
konzen-
tration

Bleomycin Sulfat 1000 pl/10mM 2 uM

Cabozantinib 1000 pl/20mM 1uM

Doxorubicin 1000 pl/20mM 0,04 uM

Lenvatinib 1000 ul/20mM 1,17 uM

Sorafenib 1000 pl/10mM 4,5 uM

Regorafenib 1000 pl/20mM 51uM

Tivantinib 1000 pl/20mM 5,4 uM

Hersteller

Targetmol, Wellesly Hills, MA, USA
Targetmol, Wellesly Hills, MA, USA
Targetmol, Wellesly Hills, MA, USA
Targetmol, Wellesly Hills, MA, USA
Targetmol, Wellesly Hills, MA, USA
Targetmol, Wellesly Hills, MA, USA
Targetmol, Wellesly Hills, MA, USA
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2.3 Zelllinien

2.3.1 Hep3B-Hepatokarzinomzellen

Die 1976 dem Tumorgewebe eines 8-jahrigen Jungen entnommene Zelllinie Hep3B
wachst adhérent bei 37°C und 5% CO:2 in Monoschichten und ist der Sicherheitsstufe
1 (S1) zugeteilt, da es keine infektiosen Viruspartikel abgibt (127,128).

2.3.2 Hep3B Zellkulturmedium
Fur die Kultivierung der Hep3B Zellen wurde Minimum Essential Medium (MEM)

versetzt mit 10% fetalem Kéalberserum verwendet.

2.4 Methoden

2.4.1 Zellkultur

Hep3B Zellen wurden in 175 cm? Kulturflaschen in einem Inkubator bei 37°C und 5%
CO2 bis zur Konfluenz kultiviert und zweimal wdchentlich unter sterilen Bedingungen
passagiert.

Hierfur wurde das MEM basierte Zellkulturmedium abgenommen und Mediumreste
von den adhérenten Zellen mittels sterilem PBS entfernt. Nach Zugabe von Trypsin
folgte die erneute Inkubation bei 37°C fur 5 min. AnschlieBend wurde die
proteolytische Aktivitdt des Trypsins durch Zugabe von 9 ml Zellkulturmedium
antagonisiert. Die Zellsuspension wurde zur weiteren Kultivierung auf Kulturflaschen
unter Zugabe von 20 ml Zellkulturmedium aufgeteilt oder fur Folgeexperimente in ein
50 ml Falcon Uberfuhrt.

In den Folgeexperimenten wurde die Zellzahl durch Zugabe von 17 pl Zellsuspension
in den TC20 automated cell counter bestimmt. Petrischalen mit einem Durchmesser
von 60 und 100 mm sowie Kulturplatten im 6-, 24- und 96-Well Format wurden

anschlieRend mit einer definierten Zellzahl kultiviert.

Tabelle 13: Petrischalen und Zellkulturplatten wurden mit einer bestimmten Zellzahl kultiviert

Zellen Wachstumsflache (cm?) Arbeitsvolumen (ml)
60 mm 5x 10° 28,2 4
100 mm 1 x10° 78,5 10
6 Well 2 x10° 9,5 2
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Zellen Wachstumsflache (cm?) Arbeitsvolumen (ml)
24 Well 35 x 10° 19 0,4
96 Well 7,5x 10° 0,32 0,1

2.4.2 IGFBP2 Expressionsplasmid

2.4.2.1 Plasmidisolierung

Das IGFBP2 Expressionsplasmid (pCMV-AC-GFP IGFBP2) und das entsprechende
Kontrollplasmid (pCMV-AC-GFP) wurden mithilfe des QIAgen Plasmid Maxi Kit nach
Herstellerprotokoll isoliert und die Konzentration der Plasmide photometrisch
bestimmt. Hierfir wurde 1 pl des Produktes in 50-facher Verdinnung in eine
Quarzkuvette pipettiert und bei 260 nm gemessen. 1 pl nukleasefreies Wasser diente
als Kontrolle. Anschlie3end wurde die Plasmidlésung auf eine Konzentration von 1

pg/ul verdannt.

2.4.2.2 Herstellung einer stabilen, IGFBP2 Uberexprimierenden Zelllinie

Hep3B Zellen wurden 24 h vor Transfektion in 75 cm? Zellkulturflaschen ausgesat.
Die Transfektion erfolgte mithilfe des Lipofectamine LTX & PLUS Reagent Kits.
OptiMEM wurde zum einen mit Lipofectamin, zum anderen mit Expressions- oder

Kontrollplasmid und PLUS Reagent versetzt.

500 pl OptiMEM

+

12 pl Lipofectamin 12 pyl PLUS Reagent
15 pl Plasmid

Im Anschluss wurden die Losungen vermischt und fir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Entfernung des Zellkulturmediums wurde die Ldsung durch
Schwenken auf dem Zellrasen verteilt. Die transfizierten Zellen wurden mit
Zellkulturmedium bedeckt und Uber Nacht inkubiert. Nach 24 h erfolgte ein
Mediumwechsel unter der Zugabe von 250 ng/ml Geneticin (G418). Geneticin totet
nicht-transfizierte Zellen. Die Zellen wurden fur weitere zwei Wochen ohne

Passagierung unter zweimal wdchentlichem Mediumwechsel mit G418 kultiviert und
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anschlieBend in 175 cm? Zellkulturflaschen Uberfiihrt. AnschlieRend erfolgte die

Kultivierung nach dem gleichen Protokoll wie flr untransfizierte Zellen (vgl. 2.4.1).

2.4.2.3 Transiente Plasmidtransfektion

Hep3B Zellen wurden 24 h vor Transfektion in 6-Well Platten ausgesat. Die
Transfektion erfolgte mithilfe des Lipofectamine LTX & PLUS Reagent Kits. OptiMEM
wurde zum einen mit Lipofectamin, zum anderen mit Expressions- oder

Kontrollplasmid und PLUS Reagent versetzt.

250 pl OptiMEM

+

15 pl Lipofectam 3,25 ul PLUS Reagent
6 ul Plasmid

Im Anschluss wurden die beiden Losungen vermischt und fir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Entfernung des Zellkulturmediums wurde die
Losung durch Schwenken auf dem Zellrasen verteilt. Die transfizierten Zellen wurden
mit Zellkulturmedium bedeckt und Uber Nacht inkubiert. Nach 24 h erfolgte ein
Mediumwechsel, worauf die transfizierten Zellen in Folgeexperimenten mit

Zytostatika behandelt wurden.

2.4.3 siRNA Transfektion

Die Aussaat der Hep3B Zellen erfolgte 24 h vor der siRNA Transfektion, welche
mithilfe des Transfektionsreagenz Transfektin gelést in OptiMEM durchgefuhrt
wurde. Hierbei wurde OptiIMEM zum einen mit der siRNA, zum anderen mit

Transfektin versetzt.

400 pl OptiMEM

+

7 ul Transfektin 20 ul siRNA

Im Anschluss wurden die beiden Losungen vermischt und fur 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Zellkulturmedium wurde entfernt und die siRNA

Lésung durch Schwenken auf dem Zellrasen verteilt. Die transfizierten Zellen wurden
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mit Zellkulturmedium bedeckt und fur Folgeexperimente im Inkubator bei 37°C und

5% CO:2 weiter kultiviert.

24.4 ELISA

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assays (ELISAs) zur Bestimmung der IGFI, IGFII
und IGFBP2-Konzentration wurden mithilfe der DuoSet Human IGFI, DuoSet Human
IGFIl und DuoSet Human IGFBP2 Kits nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Die
Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben wurden photometrisch bei 450 nm und
mithilfe der EMAX Plus Software bestimmt.

245 Zelllyse

Hep3B Zellen wurden in Petrischalen ausgesat und fur 24 h bei 37°C und 5% CO2
inkubiert. Anschlielend wurden sie entsprechend des jeweiligen Versuchsaufbaus
behandelt und fur weitere 24 h, 48 h, 72 h, 96 h oder 120 h kultiviert. Fur die Protein-
und RNA-Extraktion wurde zunachst das Zellkulturmedium in ein 15 ml
Reaktionsgefal3 Uberfuhrt. Nachfolgend wurden die Zellen mit einem Zellschaber
abgeldst und — in 900 pl PBS resuspendiert — ebenfalls in das 15 ml Reaktionsgefald
Uberfihrt und fir 5 min bei 1300 rpm zentrifugiert. 1 ml des Mediums wurde fur die
anschlielende Analyse mittels ELISA in Eppendorfgefal3e Uberfihrt, wahrend der
restliche Uberstand entfernt wurde. Nach Resuspension in 900 pl PBS wurden die
Zellen in einem Verhéltnis von 1:2 auf Eppendorfgefal3e aufgeteilt und fir 5 min bei
1800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut abgenommen. Nun wurden die
Zellen fur die RNA-Extraktion in RLT Puffer, fir Proteinanalysen mittels Western Blot
in RIPA Puffer und fir Proteinanalysen mittels Milliplex Assay in Milliplex Lysepuffer
2 lysiert. Die Proben der Proteinanalysen wurden 1 h auf Eis gelagert und erneut fir
1 h bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde zuletzt in neue

Eppendorfgefal3e Uberfuhrt. Die Lagerung aller Proben erfolgte bei -20°C.

2.4.6 Western Blot

2.4.6.1 Proteinmengenbestimmung und Probenvorbereitung
Die Proteinmengenbestimmung erfolgte durch einen Bicinchonic acid (BCA) Test
mithilfe des Pierce Rapid Gold BCA Protein Assay Kits. Hierfir wurden die

Proteinlysate (vgl. 2.4.5) schonend auf Eis aufgetaut, mit RIPA-Puffer in einem
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Verhdltnis von 1:4 — 1:5 verdinnt und in Doppelbestimmungen auf eine 96 Well
Mikrotiterplatte pipettiert. Als Standard wurde eine Verdinnungsreihe mit Werten
zwischen 200 pg/ml und 2000 pg/ml  Rinderserumalbumin  ebenfalls in
Doppelbestimmungen pipettiert. 200 pl eines 1:50 Gemischs der Reagenzien A und
B des Pierce Rapid Gold BCA Protein Assay Kits wurde zu den Proben hinzugefigt
und die Platte fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Bestimmung der
Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben erfolgte photometrisch und mithilfe der
EMAX Plus Software. Zwischen 15 pg und 25 pg Protein der jeweiligen Proben
wurden mit PBS auf 20 pl verdinnt. Nun wurden 4 ul 6x Laemmlipuffer +
Dithiothreitol hinzugefigt und das Gemisch bei 95°C fur 5 min gekocht. Zuletzt

wurden die hergestellten Proben 1 min bei 14000 rpm zentrifugiert.

2.4.6.2 Western Blot
Zunéchst erfolgte die Herstellung von 15% Lauf- und 5% Sammelgelen.

Tabelle 14: Herstellung von Lauf- und Sammelgelen

Flussigkeit 15% Laufgel 5% Sammelgel
Volumen (ml) Volumen (ml)

H.O 2,3 3,4

30% Acrylamid 5 0,83

1,5M Tris (pH 8,8) 2,5 0,63

10% SDS 0,1 0,05

10% Ammoniumpersulfat 0,1 0,05

N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine 0,004 0,005

Die Taschen der Gele wurden mit je 24 pl der Proben oder 7 pl einer Ladekontrolle
beladen und mittels Gelelektrophorese 20 min bei 25 mA und 40 min bei 50 mA nach
ihrer GroRe aufgetrennt. Nachfolgend wurden die Proteine im Semi-Dry Verfahren
bei 80 V auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Die Blockierung freier
Bindestellen erfolgte unter Schwenken fur 1 h in 5% BSA. Anschliel3end wurde der
Primarantikérper auf die Membran gegeben und tGber Nacht unter Schwenken bei 4
°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer fur jeweils 5 min wurde
der Sekundarantikdrper zugegeben und die Membran fir 1 h bei Raumtemperatur
unter Schwenken inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen fir jeweils 10 min
wurden die Membranen mit einer Chemilumineszenzlésung behandelt. Das Signal

wurde anschlieRend mittels Chemilumineszenzmessung detektiert. Zuletzt wurde die
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Membran in nukleasefreiem Wasser gewaschen und verbliebene Antikérper durch
20- mindtiges Waschen in Reblot Plus Strong Losung entfernt. Nun konnte der

Prozess mit dem néachsten zu testenden Antikérper durchgeftihrt werden.

2.4.7 Quantitative real-time RT-PCR (RT-gPCR)

2.4.7.1 RNA-Extraktion

Die RNA Lysate (vgl. 2.4.5) wurden schonend auf Eis aufgetaut und die Gesamt-
RNA gemald dem Herstellerprotokoll des RNeasy Mini Kit und des RNase-Free
DNase Set isoliert.

Die Bestimmung der Gesamt-RNA Konzentration erfolgte photometrisch. Hierzu
wurde 1 pl Gesamt-RNA in 50-facher Verdinnung in eine Quarzkivette pipettiert und
bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen. Als Kontrolle diente 1 pl

nukleasefreies Wasser.

2.4.7.2 Reverse Transkription

Komplementare DNA wurde durch Reverse Transkription mittels des Quantitect
Reverse Transcription Kits aus isolierter Gesamt-RNA synthethisiert. Hierfir wurde 1
Mg RNA in 12 yl RNAse freiem H20 geldst und 2 pl Wipeout Puffer hinzugefuigt. Das
Gemisch wurde fir 2 min bei 42°C inkubiert und im Anschluss sofort auf Eis gestellt.
Nach Zugabe von 6 ul des RT Master Mixes wurde die Lésung zunachst fir 15 min
bei 42°C und dann fir 5 min bei 95°C inkubiert. Die entstandene komplementére
DNA wurde mit sterilem nukleasefreiem Wasser 1:2 - 1:3 verdinnt und bei -20°C

gelagert.

2.4.7.3 Quantitative real-time PCR (qPCR)

Fur die Polymerase Kettenreaktion (PCR) Analyse wurden 3,5 ul komplementére
DNA (vgl. 2.4.7.2) und 31,5 pl hergestellter Master Mix in ein Eppendorfgefald
uberfihrt und  zentrifugiert.  AnschlieBend wurden jeweils 10 pl in
Dreifachbestimmungen pipettiert. Als Negativkontrolle diente nukleasefreies Wasser.

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:
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Tabelle 15: PCR Zyklus zur Bestimmung von IGFBP2 und GAPDH

Prainkubation Amplifikation (40-50 Zyklen)
Temperatur (°C) Zeit (min) Temperatur (°C) Zeit (sec)
95 15 95 40
65 30
70 60

Als Referenzgen wurde die nicht-regulierte und homogen exprimierte
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) benutzt, anhand derer die

Expressionsergebnisse ausgewertet wurden.

2.4.8 Durchflusszytometrie (FACS)

2.4.8.1 Oberflachenfarbung

Fur den Nachweis des Insulin-, IGF-1 und IGF-2 Rezeptors wurden 1 Million (Mio)
Hep3B Zellen in ein Eppendorfgefald Gberfihrt und fir 4 min bei 3000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 100 pl steril filtriertem
Farbepuffer resuspendiert. Nach Zugabe der Antikérper und Inkubation der Zellen
auf Eis fur 1 h wurden die Proben erneut fir 4 min bei 3000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die Zellen wurden nochmals gewaschen und abschlieRend in
500 ul Staining Buffer geldst. Zuletzt wurden die Zellen durch ein Filtrationssieb in
FACS-ReaktionsgefalRe tberfuhrt. Die Analyse des Insulin- und IGF-1 Rezeptors
erfolgte durchflusszytometrisch im PE-Kanal, wahrend der IGF-2 Rezeptor mit Hilfe

des Antikorpers BV421 quantifiziert wurde.

2.4.8.2 Apoptosemessung

Die Messung der Anzahl apoptotischer Zellen erfolgte mittels 4',6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI). Das Medium der kultivierten Zellen wurde abgenommen und in
ein 15 ml Reaktionsgefald tuberfihrt. Mediumreste wurden durch Waschen mit PBS
von den Zellen entfernt. 0,5 ml Accutase wurde auf den Zellrasen gegeben und nach
5-minutiger Kultivierung bei 37°C und 5% CO:2 durch Zugabe von Medium
antagonisiert. Die Zellsuspension wurde ebenfalls in das Reaktionsgefald Uberflhrt.
AnschlieBend wurde die Suspension bei 1200 rpm fur 5 min zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die Zellen in 1 ml Medium resuspendiert. Es erfolgte die

Zugabe von DAPI mit anschlieRender Inkubation bei 4°C in Dunkelheit fur 10 min.
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Zuletzt wurden die Proben durch ein Filtrationssieb in FACS-Reaktionsgefal3e

Uberfuhrt und im Pacific Blue Kanal gemessen.

2.4.8.3 Proliferationsfarbung

Zur Messung der Proliferation wurde eine Zellsuspension mit 1 x 10° Zellen
hergestellt, 0,5 uM Cell Proliferation Staining Reagent hinzugeftigt und jeweils 2 ml
der Suspension in 6-Well Platten ausgeséat. Anschlie3end wurden die Zellen bei 37°C
und 5% CO:2 fur mindestens 4 h inkubiert, bis die Zellen adharent waren. Nun wurde
die Platte dreimal mit PBS gewaschen, um das Uberschissige Farbereagenz zu
entfernen. Die Zellen wurden mit Zellkulturmedium, welches rekombinantes IGFBP2
(rhIGFBP2) enthielt, entsprechend ihrer Zeitkinetik inkubiert. Zur Analyse der
Proliferation wurden die Zellen nach Zellkulturprotokoll (vgl. 2.4.1) abgel6ést und
durch ein Filtrationssieb in FACS-Reaktionsgefalle Uberfuhrt. Die Farbeintensitat

wurde im FITC-Kanal bestimmt.

249 MTS Assay

Die Zellviabilitat wurde mithilfe des MTS Assays gemessen. Hierbei wurden Zellen in
96-Well Platten ausgesat, mit rhiGFBP2 behandelt und entsprechend ihrer Zeitkinetik
bei 37°C und 5% COz2 inkubiert. AnschlieRend wurden 10 ul MTS+PMS auf die Zellen
gegeben und die optische Dichte bei 450 nm nach weiteren 4 h Inkubation mittels

EMax Plus Software bestimmt.

2.4.10 Wound Healing Assay

Die Migration wurde mithilfe eines Wound Healing Assays bestimmt. Hierbei wurden
Zellen in 24-Well Platten mit Wound Healing Assay Inserts ausgesat und fur 24 h bei
37°C und 5% CO:2 inkubiert. AnschlielRend wurde das Insert entfernt und die Zellen
mit rhiIGFBP2 stimuliert. Mikroskopisch wurde zum Zeitpunkt 0 h, 16 h und 22 h die

Migration der Hep3B Zellen in die zellfreie Flache beobachtet.

2.4.11 Milliplex Assay

Milliplex Assays zur Bestimmung der Phosphorylierung von Akt, Erk und mTOR
wurden nach Herstellerprotokoll mithilfe der MILLIPLEX MAP 2 Plex Phospho/Total
MTOR — Cell Signaling Multiplex Assay, MILLIPLEX MAP Total/Phospho Akt — Cell
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Signaling Multiplex Assay und MILLIPLEX MAP Total/Phospho Erk — Cell Signaling
Multiplex Assay Kits durchgefihrt. Die Quantifizierung der Phosphorylierung erfolgte

mithilfe der Bio-Plex Manager Software.

2.4.12 Targeted Therapie- und Chemotherapeutikabehandlung

Hep3B Zellen wurden ausgesat und 24 h nach Vorbehandlung mit siRNA oder
Expressions- bzw. Kontrollplasmid mit den Therapeutika behandelt. Die verwendeten
Konzentrationen der  Wirkstoffe  basierten auf der  durchschnittlichen
Plasmakonzentration beim Menschen. Mit DMSO behandelte Zellen dienten als
Kontrolle, da die Chemotherapeutika und Targeted Therapies in DMSO geldst waren.
Die Behandlung mit Chemotherapeutika und Targeted Therapies erfolgte fir 48 h mit
anschlie3ender Analyse der Zellen mittels Durchflusszytometrie.

2.4.13 Statistische Auswertung

Metrische Daten sind in Balkendiagrammen als Mittelwert +/- Standardabweichung
dargestellt. Samtliche Versuchsergebnisse wurden in SPSS mittels Shapiro Wilk Test
oder Q-Q-Diagramm auf Normalverteilung gepruft. Die Varianzen wurden mittels F-
Test auf Gleichheit getestet. Die statistische Signifikanz wurde anschliel3end in Excel

mittels zweiseitigem T-Test berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung und Charakterisierung des in vitro Modells

Um IGFBP2-abhangige Effekte auf essenzielle Charakteristika von Hepatomzellen
prazise analysieren zu konnen, etablierten wir ein in vitro Modell mit Hep3B Zellen.
Es wurde zunéachst getestet, ob Hep3B Zellen alle weiteren wichtigen Komponenten
des IGF-Systems exprimieren. Hierzu zahlen die IGF-Rezeptoren und die Liganden
IGFI und IGFII.

3.1.1 Hep3B Zellen produzieren und sezernieren IGFI und IGFII

Um die IGF-Produktion und Sekretion nachzuweisen, wurden mittels ELISA die IGFI-
und IGFII-Konzentrationen bestimmt und auf die Zellzahl normiert.

Abbildung 7 zeigt die Produktion und Sekretion von IGFI und IGFIl Uber alle
Zeitintervalle. Beide Wachstumsfaktoren wurden von den Zellen produziert. Dabei
war die IGFII-Konzentration nach 96 h um das ~2,5-fache hdher als die IGFI-
Produktion (Abbildung 7).

A _ B :
IGF Konzentration IGF Produktion pro Zelle
2,500 - 0,009 -
£ 20,008 A
g 2.000 F © 0,007 -
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IGFI IGFII | IGFI IGFII| IGFI IGFII o IGFI IGFII | IGFI IGFII| IGFI IGFII
48 h 48 h

Abbildung 7: Hep3B Zellen produzieren und sezernieren IGFI und IGFII.

A: Hep3B Zellen wurden bis zu 96 h kultiviert. Im Kulturiiberstand wurden nach 48, 72 und 96 h mittels ELISA die
Konzentrationen von IGFI und IGFIl bestimmt. Zu jedem Messzeitpunkt wiesen die Zellen eine stabile IGFI und
IGFIl Produktion auf, n=3.

B: Die IGFII-Produktion pro Zelle stieg kontinuierlich zu einer maximalen Produktion von 0,00593 pg pro Zelle
nach 96 h an, die IGFI-Produktion pro Zelle war nach 96 h mit 0,00228 pg am hdchsten, n=3.
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3.1.2 Hep3B Zellen prasentieren den Insulin- und den IGF-1 Rezeptor, nicht
den IGF-2 Rezeptor

Mittels Oberflachenfarbung und anschlieRender FACS-Analyse wurde Uberprift, ob

die IGF-Rezeptoren — Insulinrezeptor, IGF-1 Rezeptor und IGF-2 Rezeptor — auf der

Zelloberflache von Hep3B Zellen vorhanden sind.

Der Insulin- und IGF-1 Rezeptor wurde auf 86% bzw. 94% der Hep3B Zellen

nachgewiesen, der IGF-2 Rezeptor wurde auf 2% der Zellen prasentiert

(Abbildung 8).
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Abbildung 8: Hep3B Zellen présentieren den Insulin- und den IGF-1 Rezeptor, nicht den IGF-2 Rezeptor.

A: Die Analyse der Oberflachenrezeptoren erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Die Isotyp-Kontrolle ist in blau
dargestellt, die Rezeptorfarbung wird durch die rote Kurve gezeigt. Dargestellt ist eines von drei unabhangigen
Experimenten, n=3.

B: Die Quantifizierung der FACS-Analyse zeigte, dass 86% der Zellen den Insulinrezeptor, 94% der Zellen den
IGF-1 Rezeptor und 2% der Zellen den IGF-2 Rezeptor besitzen, n=3.

Zusammenfassend zeigen wir, dass Hep3B Zellen mit der Oberflachenprésentation
von IGF-Rezeptoren und der Produktion von IGFI und IGFII ein intaktes IGF-System

aufweisen und somit fur die Untersuchung der Effekte von IGFBP2 geeignet sind.
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3.1.3 Modifikation der intrazellularen IGFBP2 Expression
Um IGFBP2-abhangige Effekte auf die Wirksamkeit von Chemotherapeutika und
Targeted Therapies zu determinieren (vgl. 3.5), wurden Strategien etabliert, um

IGFBP2 intrazelluléar zu regulieren.

3.1.3.1  Uberexpression von IGFBP2 in Hep3B Zellen mittels p-CMV6-AC-GFP
IGFBP2 Plasmid

Native Hep3B-Zellen weisen nur geringe Mengen an IGFBP2 auf (Abbildung 9A). Die
Expression von IGFBP2 wurde mittels Plasmid-Transfektion in Hep3B Zellen
induziert.

In Abbildung 9 ist die erfolgreiche Induktion von IGFBP2 dargestellt. 48 h nach
Transfektion mit dem Expressionsplasmid p-CMV6-AC-GFP IGFBP2 war die
intrazellulare Menge an IGFBP2 Protein signifikant auf das mehr als 5-fache
gesteigert (Abbildung 9A). Dabei weist IGFBP2 durch das gekoppelte GFP eine
molekulare Masse von ~70 kDa auf. Eine intakte Sekretion von IGFBP2 wurde durch
die signifikante Erhdhung der extrazellularen Konzentration von IGFBP2 von 0,02
ng/ml bei Transfektion des Kontrollplasmids auf >18 ng/ml bei Transfektion des

Expressionsplasmids belegt.
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Abbildung 9: Induktion von IGFBP2 in Hep3B Zellen mittels Plasmidtransfektion.

A: 48 h nach Transfektion eines fur IGFBP2 kodierenden Plasmids zeigten Hep3B Zellen eine signifikante
Steigerung der IGFBP2 Proteinmenge. Dargestellt sind die Western Blots dreier repréasentativer Experimente und
deren densitometrische Auswertung mit Normierung auf die B-Aktinmenge, n=3.

B: Die Induktion von IGFBP2 fiihrte auch zu einer signifikanten Steigerung der IGFBP2-Sekretion, n=3.
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3.1.3.2 siRNA-vermittelter knock-down von IGFBP2 in Hep3B Zellen

Um umgekehrt die IGFBP2-Expression in Hep3B-Zellen zu unterdricken, wurden
knockdown-Experimente durchgefihrt. Hierzu wurde die Effektivitdt von vier siRNA
Konstrukten sowie eine Kombination aller in Hep3B Zellen getestet. Mit SiRNA
scrambled (siRNA scr) transfizierte Zellen dienten als Kontrolle.

Die relative IGFBP2 Expression nach 24 — 120 h wurde mittels RT-gPCR bestimmt.
Die Funktionalitat aller Konstrukte bestatigte sich durch die Abnahme der IGFBP2
Expression um >84% und konnte Uber 96 h aufrechterhalten werden. Hierbei fuhrte
SiRNA2 zu der gréRten Abnahme der IGFBP2 Expression mit einer >97% Reduktion.
Nach 120 h erhdhte sich die Expression von IGFBP2 in allen Ansatzen. Wahrend
SiRNAL, siRNA2, siRNA4 und siRNA1-4 noch nicht auf die Konzentration der siRNA
scrambled anstiegen, Uberstieg sSiRNA3 diese (Abbildung 10A).

Intrazellulare IGFBP2 Mengen wurden mittels Western Blot bestimmt. SIRNA1 zeigte
nach 48 h eine Abnahme von IGFBP2 auf Proteinebene, welche nach 96 h eine
maximale Reduktion von 42% aufwies. Auch alle anderen Konstrukte erreichten
zeitweise eine Herunterregulation von IGFBP2, dieser Effekt war jedoch jeweils nur
transient zu beobachten (Abbildung 10B).

Alle siRNA-Konstrukte fihrten zu einer Abnahme der IGFBP2 Sekretion mit
darauffolgend konstant niedrigen IGFBP2-Konzentrationen im Vergleich zu siRNA
scr. Zellen, die mit der Kontroll-siRNA scr transfiziert wurden, wiesen nach 120 h
eine IGFBP2-Konzentration von >109 pg/ml im Uberstand auf, wahrend die
maximale Konzentration von IGFBP2 120 h nach IGFBP2 knockdown <20 pg/ml
betrug. Prozentual lieR sich die Konzentration von IGFBP2 im Uberstand mittels aller
Konstrukte nach 24 h auf <58%, nach 120 h auf <18% im Vergleich zur Kontrolle
senken. Alle Target-Konstrukte zeigten zu allen Messzeitpunkten Konzentrationen
<20 pg/ml. siRNA2, siRNA4 und die Kombination aller vier siRNAs bewirkten
zwischen 72 h und 120 h eine maximale Abnahme der IGFBP2 Sekretion von >84%
(Abbildung 10C).

Somit zeigten alle Konstrukte fir den Zeitraum zwischen 24 h und 96 h eine
konstante Reduktion der IGFBP2 Produktion.
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Abbildung 10: IGFBP2 knockdown mittels siRNA fiihrt zu einer verminderten Expression von IGFBP2 und
reduzierter IGFBP2-Sekretion.

Die horizontalen Linien in Abbildung A und B beschreiben die normierte Hohe der Kontrollen (scrambled siRNA)
auf eine relative IGFBP2 bzw. IGFBP2 Expression von 1.
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A: RT-gPCR Analysen von Hep3B Zellen nach Transfektion mit vier verschiedenen siRNA Konstrukten sowie
einer Kombination aller, aus welchen nach 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, und 120 h Lysate hergestellt und auf die
Expression von IGFBP2 untersucht wurden. Es zeigte sich eine Reduktion der IGFBP2 Expression zwischen 24 h
und 96 h, n=1.

B: Western Blot Analysen von siRNA-transfizierten Hep3B Zellen und deren densitometrische Auswertung. Nach
48 h fuhrte siRNA1 zu einer stabilen Herunterregulation von IGFBP2 um mindestens 21%. Alle anderen
Konstrukte zeigten eine geringere, nicht andauernde Reduktion von IGFBP2, n=1.

C: ELISA Analyse des Zellkulturmediums von Hep3B Zellen 24 h, 48 h, 72 h, 96 h und 120 h nach Transfektion
mit siRNA. Es zeigte sich eine kontinuierliche Verminderung der IGFBP2-Konzentration, welche einer
prozentualen Reduktion von IGFBP2 von mindestens 42% nach 24 h entspricht, n=1.

Durch die erfolgreiche Regulation der IGFBP2 Expression sollte im Verlauf der
weiteren Arbeit die Wirkung des Proteins auf die Effektivitdt der Chemotherapeutika
und Targeted Therapies determiniert werden (vgl. 3.5.). Bevor wir den Einfluss von
IGFBP2 auf die Therapie von Hepatomzellen untersuchten, wurde der Einfluss auf
wichtige Charakteristika von Tumorzellen - namlich Apoptoseverhalten, Invasivitat

und Wachstum - getestet.

3.2IGFBP2 beeinflusst die Apoptose von Hep3B Zellen nicht

In Vorarbeiten identifizierte unsere Arbeitsgruppe IGFBP2 als Zielgen der p53
Familie (111). Als Tumorsuppressor kann die p53 Familie Apoptose induzieren (129—
134). Um zu untersuchen, ob IGFBP2 in zelltodregulierende Prozesse involviert ist,
fuhrten wir Apoptosemessungen durch. Hierfir wurden IGFBP2-lberexprimierende
Zellen (vgl. 3.1.3) und mit rhIGFBP2-behandelte Zellen (100 ng/ml, 250 ng/ml, 500
ng/ml, 1000 ng/ml) kultiviert und der Anteil apoptotischer Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. Die stabile Zelllinie des Kontrollplasmids und die
rhiIGFBP2-unbehandelten Zellen dienten als Kontrollen. Durch den Vergleich von
IGFBP2-uberexprimierenden Zellen mit rhiIGFBP2-behandelten Zellen sollte zudem
zwischen der intra- und extrazellularen Wirkung von IGFBP2 differenziert werden.

Die Modifikation der IGFBP2 Expression resultierte in keiner Veranderung der
Apoptoseraten. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Apoptoserate
zwischen den mit rhIGFBP2-behandelten Zellen, den IGFBP2-Uberexprimierenden
Zellen und den Kontrollen (Abbildung 11).

Somit fuhrte IGFBP2 in Hep3B Zellen weder zu einer Hemmung noch zu einer
Induktion der Apoptose. Durch Vergleich der IGFBP2-Uberexprimierenden und mit
rhIGFBP2-behandelten Zellen wird zudem deutlich, dass IGFBP2 weder intra- noch

extrazellular Apoptose auslosende Effekte besitzt.
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Abbildung 11: rhIGFBP2 und zellular (berexprimiertes IGFBP2 haben keinen Einfluss auf die
Apoptoseraten von Hep3B Zellen.

A: Exemplarische Darstellung der FACS-Analyse von Hep3B Zellen 48 h nach Behandlung mit rhIGFBP2 oder
nach Transduktion des Expressionsplasmids. Dargestellt ist das Ergebnis einer Probe aus einem von drei
unabhéngigen Experimenten, n=3. R5: lebende Zellen, R6: tote Zellen

B: Differenz der Apoptoserate verglichen mit den unbehandelten Kontrollen. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der Apoptoserate der mit rhIGFBP2-behandelten Zellen, IGFBP2-lberexprimierenden
Zellen und den Kontrollen, n=3.

3.3rhIGFBP2 beeinflusst die Proliferation, die Zellviabilitat und die
Migration von Hep3B Zellen

Wie bereits beschrieben, sind Viabilitdt, Proliferation und Migration wichtige
Charakteristika von Tumorzellen. Um zu untersuchen, wie IGFBP2 auf diese fir
Wachstum und Invasivitat essenziellen Prozesse Einfluss nimmt, wurden Hep3B-
Zellen mit rhiIGFBP2 stimuliert. In allen Experimenten wurden die folgenden
Konzentrationen von rhiIGFBP2 verwendet: 100 ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml, 1000
ng/ml. Als Kontrolle dienten rhIGFBP2-unbehandelte Zellen.

3.3.1 rhIGFBP2 erhoht die Proliferation

Die Effekte von rhiIGFBP2 auf die Proliferation von Hep3B Zellen wurden in einem
fluoreszenzbasierten Assays analysiert. Hierfir wurden Hep3B Zellen mit einem
Proliferationsfarbereagenz behandelt, das sich pro Zellteilung auf die entstehenden
Tochterzellen aufteilt. Die Abnahme des Fluoreszenzsignals korreliert mit der

Proliferation und wurde durchflusszytometrisch bestimmt (Abbildung 12).
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185 Abbildung 12: Exemplarische Darstellung der Proliferations-
farbung von Hep3B Zellen im FITC Kanal.

Verlauf des Experiments: der Shift der Kurve nach links zeigt eine
Abnahme der Farbeintensitat der Hep3B Zellen im 24 h Intervall.
Dargestellt ist das Ergebnis einer Probe aus einem von sechs
unabh&ngigen Experimenten, n=6. blau: 24 h, rot: 48 h, griin: 72 h,

orange: 96 h.
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Es wurde eine zeit- und dosisabhangige Wirkung von rhiIGFBP2 auf die Proliferation

beobachtet (Abbildung 13).
Zeitabhangige Wirkung

rhiGFBP2 zeigte bereits nach 48 h eine maximale Wirkung auf die Proliferation
(Abbildung 13B).
Dosisabhéangige Wirkung

Die relative Fluoreszenzintensitat verglichen mit der jeweiligen Konzentration von
rhiGFBP2 zu Beginn des Experiments war unter rhiIGFBP2 Stimulation niedriger, so
dass rhIGFBP2 die Proliferation zu jedem Messzeitpunkt erhéht (Abbildung 13A).
rhIGFBP2 250 ng/ml fuhrte nach 48 h und 96 h zur maximalen Steigerung der
Proliferation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 13B).
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Abbildung 13: rhIGFBP2 fuhrt zu einer zeit- und dosisabhéngigen Zunahme der Proliferation.

A: Hep3B Zellen wurden mit einem Proliferationsmarker gefarbt und mit ansteigenden Konzentrationen rhiGFBP2
behandelt. Die Abnahme der Fluoreszenzintensitat wurde zu Beginn des Experiments und nach 48, 72 und 96 h
durchflusszytometrisch bestimmt und korrelierte mit der Proliferation. Die relative Fluoreszenzintensitdt nahm mit
zunehmender Versuchsdauer und unter rhiIGFBP2 Stimulation ab. Somit zeigte rhIGFBP2 proliferative Effekte.
n=6.

B: Zusammenfassende Darstellung: rhiIGFBP2 veranderte die Proliferation zeit- und dosisabhangig. Gezeigt ist
die Differenz der Mittelwerte der rhIGFBP2 stimulierten Zellen verglichen mit den unbehandelten Kontrollen. Nach
48 h war die Proliferation maximal gesteigert, wobei sie unter Zugabe von rhIGFBP2 zu jedem Messzeitpunkt
hoher war als die Kontrolle, n=6.

3.3.2 rhIGFBP2 verbessert die Zellviabilitat

Anschlieend wurde untersucht, ob rhIGFBP2 die Zellviabilitat verandert. Hierfur
wurden Hep3B Zellen mit rhiIGFBP2 stimuliert und die Verénderung der Zellviabilitat
im 24 h Intervall mittels MTS Assay bestimmt. Die gemessene optische Dichte
korreliert dabei mit der Stoffwechselaktivitat der Zellen.

rhiGFBP2 hatte eine zeit- und dosisabhdngige Wirkung auf die Zellviabilitat
(Abbildung 14).

Zeitabhangige Wirkung

Nach 72 h wiesen alle Proben unabhangig von der rhiIGFBP2-Konzentration

maximale Stoffwechselaktivitat auf. Mit zunehmender Versuchsdauer verbesserte
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rhIGFBP2 die Zellviabilitdt im Vergleich zur Kontrolle. Dabei erreichten rhiIGFBP2
250 ng/ml und rhiIGFBP2 500 ng/ml nach 96 h eine signifikante Steigerung der
Zellviabilitat verglichen mit der Kontrolle (Abbildung 14).

Dosisabhéangige Wirkung
rhIGFBP2 250 ng/ml fihrte zu jedem Messzeitpunkt zur maximalen Steigerung der

Zellviabilitat im Vergleich zur Kontrolle, gefolgt von rhIGFBP2 500 ng/ml, rhiIGFBP2
100 ng/ml und rhiIGFBP2 1000 ng/ml. rhIGFBP2 1000 ng/ml fiihrte einmalig nach
48 h Inkubation zu einer Verschlechterung der Zellviabilitat um 0,5% (Abbildung 14).
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Abbildung 14: rhIGFBP2 fuhrt zu einer zeit- und dosisabhé&ngigen Zunahme der Zellviabilitat.

Hep3B Zellen wurden mit rhIGFBP2 fiir 24-96 h stimuliert. Zur Messung der Zellviabilitat wurde die Zunahme der
optischen Dichte im MTS Assay bestimmt. Je groer die optische Dichte, desto héher ist die Stoffwechselaktivitat
der Zellen. Die Stoffwechselaktivitat zeigte flr alle Proben ein Maximum nach 72 h. rhIGFBP2 erhdhte die
Stoffwechselaktivitét zu jedem Messzeitpunkt auBer rhiIGFBP2 1000 ng/ml nach 48 h. Nach 96 h zeigte sich eine
maximale Verbesserung der Zellviabilitat fur alle getesteten Konzentrationen, rhIGFBP2 250 ng/ml und rhIGFBP2

500 ng/ml steigerten die Viabilitat signifikant, n=10.

3.3.3 rhIGFBP2 erhdht die Migration von Hep3B Zellen
Zuletzt wurde untersucht, ob rhIGFBP2 neben Proliferation und Viabilitat auch die
Migration von Hep3B Zellen beeinflusst. Hierfir wurde in einem Wound Healing
Assay die Migration der Hep3B Zellen in die zellfreie Flache beobachtet.
rhiIGFBP2 erhohte die Migration im Vergleich zur Kontrolle bereits nach 16 h. Nach
22 h zeigte sich eine dosisabhéngige Wirkung von rhiIGFBP2 mit maximaler
Migration der Hep3B Zellen bei rhiIGFBP2 1000 ng/ml. Die zellfreie Flache reduzierte
sich mit zunehmender Konzentration von rhIGFBP2 (Abbildung 15).
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Abbildung 15: rhIGFBP2 fuhrt zu einer dosisabhéangigen Steigerung der Migration.
In einen Zellrasen aus Hep3B Zellen wurde eine Wunde eingebracht. Die Zellen wurden anschlieend mit
aufsteigenden Konzentrationen von rhIFGBP2 fiir bis zu 22 h inkubiert.

0 h: Auf den mikroskopischen Bildern zeigten alle Versuchsanséatze eine scharf begrenzte freie Flache.
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16 h und 22 h: Zugabe von rhIGFBP2 erhéhte die Migration. Es zeigte sich ein dosisabhangiger Effekt mit
maximaler Migration der Hep3B Zellen bei rhiIGFBP2 1000 ng/ml. Dargestellt ist eines von vier unabhéngigen
Experimenten, n=4.

Zusammenfassend zeigen wir, dass rhiIGFBP2 die Proliferation, Zellviabilitat und

Migration zeit- und dosisabhangig beeinflusst.

3.4rhIGFBP2 beeinflusst den IGF-Signalweg von Hep3B Zellen und fuhrt
zu weniger freiem IGFI und IGFII
Im né&chsten Schritt wurde untersucht, tGber welchen Signalweg die IGFBP2-
abhéngigen Effekte auf Proliferation, Zellviabilitat und Migration vermittelt werden.
Hierfir wurden Hep3B Zellen mit rhiIGFBP2 (100 ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml, 1000
ng/ml) stimuliert und die Aktivierung der Enzyme Akt, mTOR und Erk, die unter
anderem Bestandteile des proliferativen IGF-Signalweges sind (vgl. 1.2.1.2), mittels
Milliplex Assay analysiert. rhIGFBP2-unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle.
rhiIGFBP2 fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung der Aktivierung von Akt, mTOR
und Erk (Abbildung 16).
Akt war in allen Proben aktiviert und zeigte eine Phosphorylierung zwischen 33% und
41%. Dabei erhohte rhiIGFBP2 die Phosphorylierung von Akt, wobei ab rhiIGFBP2
250 ng/ml ein dosisabhangiger Trend zu beobachten war.
Eine Aktivierung des downstream von Akt gelegenen Proteins mTOR wurde in keiner
Probe beobachtet. Die Phosphorylierung des Metaboliten unterschied sich um
maximal 0,34% von der Kontrolle. rhiIGFBP2 zeigte hierauf keinen Effekt.
Erk war in allen Proben aktiviert und zeigte eine Phosphorylierung zwischen 14%
und 29%. Hierbei resultierte die Applikation von rhiIGFBP2 in einer Reduktion der
Phosphorylierung des Proteins. Die Aktivierung von Erk war minimal bei rhIGFBP2-

Konzentrationen von 1000 ng/ml mit einer Abnahme um 15%.
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Aktivierung mTOR Abbildung 16: Die Phosphorylierung der Metaboliten
Akt, Erk und mTOR zeigt keine signifikanten

1 Unterschiede durch Zugabe von rhIGFBP2.
J_ Die Messung der Phosphorylierung von Akt, Erk und
mTOR mittels Milliplex Assays zeigte keine signifikanten
Unterschiede der einzelnen Metaboliten im Vergleich zur
Kontrolle. Wahrend Akt mit einer Phosphorylierung
zwischen 33% wund 41% und Erk mit einer
Phosphorylierung zwischen 15% und 29% aktiviert war,
zeigte mTOR unabhéngig von der Behandlung keine
Aktivierung. Die rhiIGFBP2-Konzentration korrelierte mit
steigender Phosphorylierung von Akt ab 250 ng/ml mit
maximaler Aktivierung bei rhIGFBP2 1000 ng/ml. Erk
fuhrte unter Zugabe von rhIGFBP2 zu einer Abnahme
der Phosphorylierung mit einem Minimum bei rhIGFBP2
1000 ng/ml. Die Phosphorylierung von mTOR war um
maximal 0,34% im Vergleich zur Kontrolle verandert,

n=3.
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Um die IGF-bindende Wirkung von IGFBP2 zu verifizieren, wurde die Konzentration
an freiem IGFI und IGFIl nach Zugabe von rhiIGFBP2 (100 ng/ml, 250 ng/ml, 500
ng/ml, 1000 ng/ml) mittels ELISA untersucht. Zudem wurde die Konzentration von
freiem IGFBP2 gemessen. rhIGFBP2-unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle.

Die Konzentration von freiem IGFI, IGFIl und IGFBP2 Kkorrelierte mit der
zugegebenen Konzentration rhiGFBP2 (Abbildung 17).

IGFI und IGFII

Die IGFI-Konzentration sank unter Zugabe von rhIGFBP2 signifikant auf teils nicht

messbare Konzentrationen ab. Auch die IGFII-Konzentration nahm mit steigender
rhIGFBP2-Konzentration signifikant ab. Die niedrigste IGFII-Konzentration war mit
124 pg/ml bei rhiIGFBP2 1000 ng/ml messbar, wahrend die Kontrolle bei 640 pg/ml
lag (Abbildung 17A).
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IGFBP2

Die

IGFBP2-Konzentration korrelierte mit der applizierten Konzentration von

rhIGFBP2. Dabei nahm die Konzentration an freiem IGFBP2 stets um 75% - 86% der

applizierten rhIGFBP2-Konzentration ab. Die freie IGFBP2-Konzentration erreichte
maximal 136 ng/ml bei rhIGFBP2 1000 ng/ml (Abbildung 17B).
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Abbildung 17: Die Konzentration von IGFI und
IGFII wird durch Zugabe von rhIGFBP2 signifikant
reduziert.

Hep3B Zellen wurden mit rhiIGFBP2 (100 ng/ml, 250
ng/ml, 500 ng/ml, 1000 ng/ml) behandelt, fir 48 h
inkubiert und anschlieRend mittels ELISA analysiert.
A: Die IGFI- und IGFII-Konzentration nahmen mit
steigender rhIGFBP2-Konzentration signifikant ab. Die
Konzentration von IGFI nahm von 183 pg/ml bei
rhIGFBP2 0 ng/ml auf 6 pg/ml bei 1000 ng/ml
rhIGFBP2 ab. Fiur rhIGFBP2 250 ng/ml und rhIGFBP2
500 ng/ml wurde ein Minimum mit nicht messbaren
Konzentrationen von IGFBP2 erreicht. Die
Konzentration von IGFII reduzierte sich von 640 pg/ml
bei rhIGFBP2 0 ng/ml auf ein Minimum von 124 pg/ml
bei rhIGFBP2 1000 ng/ml, n=3.

B: Die Konzentration von freiem IGFBP2 erhéhte sich
mit steigender rhIGFBP2-Konzentration kontinuierlich,
wobei ein signifikanter Anstieg von freiem IGFBP2 fiir
rhIGFBP2 500 ng/ml und rhiIGFBP2 1000 ng/ml
beobachtet wurde, n=3.
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3.5IGFBP2 beeinflusst die Wirksamkeit von Chemotherapeutika und
Targeted Therapies in Hep3B Zellen

Unsere Daten zeigen, dass IGFBP2 Einfluss auf Wachstum und Invasivitat von
Hep3B Zellen hat. Im Folgenden sollte nun im etablierten und charakterisierten
Hep3B-Zellkulturmodell der Einfluss von IGFBP2 auf die Wirksamkeit verschiedener
Chemotherapeutika und Targeted Therapies, die beim hepatozellularen Karzinom in
klinischer Anwendung und / oder in klinischen Studien sind, getestet werden. Hierflr
wurde die IGFBP2 Expression mittels siRNA knockdown und Plasmidexpression
modifiziert (vgl. 3.1.3). siRNA scrambled und ein Kontrollplasmid dienten als
Kontrollen. Nach Behandlung mit den Chemotherapeutika und Targeted Therapies
(Doxorubicin, Bleomycin-Sulfat, Sorafenib, Regorafenib, Tivantinib, Lenvatinib,
Cabozantinib) wurde der Anteil apoptotischer Zellen durchflusszytometrisch bestimmt
(Abbildung 18).

DMSO
Doxorubicin
Lenvatinib
Cabozantinib

%‘ %‘ %‘ @ Bleomycin Sulfat

Kontrolle 3B || _Hep3B |

Uberexpression [ Hep3B || L Hep3B |

(Hep38 ] [(Fep38 ]

O O O O Regorafenib
(1) 1)

I -
I —

Abbildung 18: Versuchsmodell zur Bestimmung der Wirksamkeit von Chemotherapeutika und Targeted
Therapies in Abhangigkeit von der IGFBP2-Konzentration.

In Hep3B Zellen wurde die IGFBP2 Expression durch IGFBP2 Expressionsplasmid-, IGFBP2 siRNA 1- und
IGFBP2 siRNA 2-Transfektion modifiziert. Nach 24 h wurden die Zellen mit den Chemotherapeutika und Targeted
Therapies behandelt und fir 48 h inkubiert. Die Bestimmung der apoptotischen Zellen erfolgte
durchflusszytometrisch.

Die Modifikation der IGFBP2 Expression resultierte in einer veradnderten Wirkung der
Chemotherapeutika und Targeted Therapies (Abbildung 19):

Fur siRNA2 und das Expressionsplasmid bestand kein signifikanter Unterschied zu
den Apoptoseraten in den Kontrollversuchen (DMSO siRNA scr und DMSO siRNA2
bzw. DMSO Kontrollplasmid und DMSO Expressionsplasmid). Fir siRNA1 wurde ein
Unterschied der Apoptoseraten zwischen den Gruppen DMSO siRNA scr und DMSO

SiRNA1 von 3,8% beobachtet. Um diesen Effekt zu kompensieren, wurde die
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antiapoptotische Grundaktivitdt von DMSO siRNA1 bei der Auswertung der anderen
Ansatze mit sSiRNA1 und Chemotherapeutika und Targeted Therapies abgezogen.
IGEBP2 Knockdown

Alle Chemotherapeutika und Targeted Therapies fuhrten in SiRNA2-transfizierten
Zellen zu einer Steigerung der Apoptose. In siRNA1-transfizierten Zellen zeigten sich
ahnliche Effekte fur alle Chemotherapeutika und Targeted Therapies aul3er
Doxorubicin. Regorafenib resultierte in einer signifikanten Steigerung der Apoptose
von 61% auf 78%. Somit hatte die Abwesenheit von IGFBP2 den grof3ten Einfluss
auf den Regorafenib-induzierten Zelltod (Abbildung 19A).

IGFBP2 Uberexpression

Wie in 3.2 beschrieben, hatte das IGFBP2 Expressionsplasmid allein keinen

antiapoptotischen Effekt. Allerdings wurde die Wirkung aller Chemotherapeutika und
Targeted Therapies aul3er Cabozantinib durch Expression von IGFBP2 vermindert.
Eine maximale Abnahme der Apoptose von 47% auf 38% wurde durch Sorafenib in
IGFBP2-tiberexprimierenden Zellen beobachtet (Abbildung 19A).

Cabozantinib und Doxorubicin erzielten bei IGFBP2 Uberexpression und Knockdown
keine eindeutigen Ergebnisse (Abbildung 19A und 19B).

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die Wirkung der HCC-Therapeutika
Bleomycin-Sulfat, Sorafenib, Regorafenib, Tivantinib und Lenvatinib durch
IGFBP2 beeinflusst wird. Niedrige IGFBP2-Konzentrationen erhdhten die Effektivitat
der Chemotherapeutika und Targeted Therapies, hohe IGFBP2-Konzentrationen
reduzierte diese - die Parameter Apoptose und IGFBP2-Konzentration verhielten sich
also invers (Abbildung 19B).
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Apoptose bei unterschiedlichen Konzentrationen

20
15

10 A

| | I B

Veranderung der Apoptose im Vergleich zur Kontrolle in %

-10 -

Doxorubicin
Bleomycin
Sorafenib

Regorafenib
Tivantinib
Lenvatinib
Cabozantinib

OUberexpressionsplasmid MsiRNA1 msiRNA2

Abbildung 19: IGFBP2 beeinflusst die Effizienz von Chemotherapeutika und Targeted Therapies.

A: In Hep3B Zellen wurde die IGFBP2 Expression mittels IGFBP2 Expressionsplasmid und IGFBP2 siRNA
modifiziert. 24 h nach Transfektion erfolgte die Inkubation mit den Chemotherapeutika und Targeted Therapies fiir
weitere 48 h. Dargestellt ist der durchflusszytometrisch bestimmte Anteil apoptotischer Zellen im Vergleich zur
jeweiligen Kontrolle. Nach Behandlung mit dem Expressionsplasmid fiihrten alle getesteten Chemotherapeutika
und Targeted Therapies auf3er Cabozantinib zu einer Reduktion der Apoptose, n=4. Nach Behandlung mit
siRNA 1 zeigen alle getesteten Chemotherapeutika und Targeted Therapies auf3er Doxorubicin eine Steigerung
der Apoptose. Hierbei erhéhte sich die Apoptose signifikant von 61% auf 78% flr Regorafenib, n=5. Nach
Behandlung mit siRNA 2 zeigen alle getesteten Chemotherapeutika und Targeted Therapies eine Steigerung der
Apoptose, n=3.

B: Zusammenfassende Darstellung: Gezeigt ist die Differenz der Mittelwerte zwischen Kontrolle und den
Chemotherapeutika und Targeted Therapies. Die Steigerung der Apoptoseraten im Vergleich zur Kontrolle ist fiir
Bleomycin, Sorafenib, Regorafenib, Tivantinib und Lenvatinib IGFBP2-abh&ngig. Hohe IGFBP2-Konzentrationen
reduzierten die Wirksamkeit der Chemotherapeutika und Targeted Therapies, niedrige Konzentrationen
verbesserten diese.
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4. Diskussion

4.1 Etablierung und Validierung des Hep3B-Zellkultur-Modells

Um die Effekte von IGFBP2 prazise analysieren zu kdnnen, wurde die Integritat des
IGF-Systems in Hep3B Zellen getestet.

Wahrend der Insulin- und IGF-1 Rezeptor auf Hep3B Zellen nachgewiesen werden
konnte, wird der IGF-2 Rezeptor nicht prasentiert. Bereits Yamada et al. stellten fest,
dass dieser in der Karzinogenese des HCC mutiert und bei fortgeschrittenen HCCs
oft nicht mehr exprimiert wird (68,135). Die Zellkultur zeigte aulRerdem eine ~2,5-fach
hohere IGFII- als IGFI-Konzentration. Auch in Serumproben von gesunden
Erwachsenen ist die IGFII-Konzentration hoher als die IGFI-Konzentration, hier findet
sich ein 3,2:1 Verhéltnis (136).

Die Hep3B Zellen bilden somit ein gutes Modell-System und eine akkurate Basis in

vitro, um die Wirkung von IGFBP2 im HCC in den Folgeexperimenten zu erfassen.

Die IGFBP2 Expression in Hep3B Zellen wurde in unserem Modell mittels
Expressionsplasmid und siRNA gezielt reguliert, um den Einfluss von IGFBP2 auf
Proliferation, Apoptose-Verhalten und Therapie-Ansprechen zu untersuchen.

Die IGFBP2-Konzentration der Kontrollen (SiRNA scr und Kontrollplasmid) betrug
48 h nach Transfektion 26 pg/ml bzw. 22 pg/ml. Diese Ergebnisse legen nahe, dass
weder die scr siRNA noch das Kontrollplasmid die zelleigene IGFBP2 Produktion
beeinflussen. Das Expressionsplasmid hingegen resultierte in einer 900-fachen
Erhdhung der extrazellularen IGFBP2-Konzentration 48 h nach Transfektion.

Wahrend der Knockout eines Gens die vollstandige Eliminierung des Genproduktes
intendiert, gilt der Knockdown eines Gens als erfolgreich, wenn die Genexpression
um >70% gesenkt wird (137). Somit sind alle getesteten Konstrukte als funktionell zu
werten. siRNA2 zeigte in der gPCR und in der IGFBP2 Sekretion die wirksamste,
andauernde Hemmung von IGFBP2 zwischen 24 h und 96 h. Auf RNA-Ebene stieg
IGFBP2 nach 120 h erneut an, wobei der Trend extrazelluléar nicht beobachtet wurde.
Dies mag durch die Latenz der Translation von messenger RNA (mRNA) zu Protein
bedingt sein, so dass Messungen zu spéateren Zeitintervallen im Uberstand

aufschlussreich gewesen waren (138).

55



Diskussion

Im Vergleich zu den Resultaten der gPCR und des ELISA, zeigte im Western Blot
allein siRNA1 eine anhaltende Herunterregulation von IGFBP2 zwischen 48 h und
120 h. Auch wenn die Nachweisgrenze von Proteinen im Western Blot im
Picogrammbereich liegt, ist die Quantifizierung mittels Western Blot in knockdown
Zellen mit niedrigeren Konzentrationen moglicherweise nicht ausreichend sensitiv
(139,140).

Aufgrund der Ergebnisse aus qPCR, Elisa und Western Blot wurden alle weiteren
Experimente jeweils mit den Konstrukten der IGFBP2 siRNA1, IGFBP2 siRNA2 und
dem IGFBP2 Expressionsplasmid durchgefihrt.

4.2rhIGFBP2 und zellular Gberexprimiertes IGFBP2 beeinflussen die

Apoptose von Hep3B Zellen nicht

Wie bereits erwdhnt (vgl. 1.2.2), konnen IGFBPs sowohl tumorsuppressiv als auch
onkogen wirken. IGFBP3, IGFBP5 und IGFBP6 sind hier nochmals beispielhaft zu
nennen. Gewebeabhéngig erh6hen sie die Migration, fiihren zu einer schlechteren
Prognose oder induzieren Apoptose (89,94,95,97). Daher priften wir, ob IGFBP2 die
Apoptose von Hep3B Zellen beeinflusst.

Apoptose kann durch verschiedene Mechanismen initiert werden. Besonders
hervorzuheben ist hierbei die p53 Familie. Die p53 Familienmitglieder p53 (,Wachter
des Genoms®), p63 und p73 agieren als starke Tumorsuppressoren und sind an der
Regulation essenzieller Prozesse wie Zellzyklus, Seneszenz und Zelltod beteiligt.
Weiterhin kdnnen sie durch Aktivierung intrinsischer und extrinsischer Signalwege
Apoptose induzieren. Als Transkriptionsfaktoren kénnen sie spezifische Zielgene
aktivieren und inaktivieren (129-133).

Unsere Arbeitsgruppe konnte erstmals IGFBP2 als ein Zielgen der p53 Familie,
insbesondere von p73 identifizieren (111). Dennoch kénnen wir in Hep3B Zellen
weder durch intra- noch durch extrazellulares IGFBP2 apoptotische Effekte
hervorrufen. IGFBP2 hat also keinen downstream Effekt auf die Apoptose, auch

wenn es ein Zielgen der p53 Familie ist.
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4.3rhIGFBP2 beeinflusst die Proliferation, die Zellviabilitat und die
Migration in Hep3B Zellen

Wichtige Parameter, die die Malignitdt eines Tumors beeinflussen, sind die

Proliferations- und Migrationskapazitat der Zellen.

Proliferation und Zellviabilitat

Wahrend IGFBP2 im benignen Kontext zumeist wachstumshemmend wirkt, fanden
sich in malignen transformierten Zellen proliferative Effekte. So zeigen beispielsweise
Prostatazellen in vitro unter IGFBP2 Stimulation ein vermindertes Wachstum
wahrend in der Prostatakrebszelllinie LAPC-4 eine vermehrte Proliferation tber
Aktivierung des MAP-Signalweges beschrieben wird (141).

Gao et al. veroffentlichten 2020 erste Ergebnisse zu den Effekten von IGFBP2 in
HCC-Zelllinien. Bei Beobachtung der Proliferation korrelierte die Uberexpression von
IGFBP2 mit einer gesteigerten Proliferation der Tumorzellen (126). Diesen Effekt
konnten wir ebenfalls nachweisen. Im Gegensatz zu Gao et al. nutzten wir
rhiIGFBP2, welches extrazellular appliziert wurde. Hierbei beobachteten wir nicht nur
eine Zunahme der Proliferation, sondern auch eine Verbesserung der Zellviabilitat.
Zudem konnten wir zeigen, dass dieser Effekt dosisabhangig ist. Es wurde bereits
postuliert, dass steigende rhiIGFBP2-Konzentrationen durch Aktivierung von
Integrin1, FAK und Erk die Proliferation verbessern. Dabei wurden allerdings bisher
nur Konzentrationen bis maximal 250 ng/ml untersucht (125). Auch wir beobachteten
eine kontinuierliche Steigerung sowohl der Proliferation als auch der Zellviabilitat mit
steigender rhiIGFBP2-Konzentration bis 250 ng/ml. Bei weiterer Steigerung der
Konzentration nahmen Proliferation und Zellviabilitat ab, die besten Bedingungen fir
jene wurde in unseren Experimenten mit rhiIGFBP2 250 ng/ml erreicht (Abbildung
20). Wir konnten somit nachweisen, dass fur IGFBP2 und Proliferation bzw.
Zellviabilitat kein linearer Zusammenhang besteht, vielmehr scheint es ein IGFBP2-

Konzentrationsoptimum zu geben.
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Proliferation
Zellviabilitat

100 250 500 1000
ng/ml rhiIGFBP2

A J

Abbildung 20: Beispielhafte Darstellung der dosisabhé&ngigen Wirkung von rhIGFBP2 auf Proliferation
und Zellviabilitat.

Die Proliferation und Zellviabilitat verbesserten sich unter Zugabe von rhIGFBP2. Ein maximaler Effekt zeigte sich
in unseren Experimenten bei rhiIGFBP2 250 ng/ml.

Zudem verbesserte sich die Zellviabilitdt mit zunehmender Versuchsdauer, wéhrend
die Proliferation abnahm. Ein Grund hierfir kdnnte sein, dass die Zellen durch die
zunehmende Behandlungsdauer mit rhIGFBP2 vitaler werden, auf der anderen Seite
aber mit zunehmender Versuchsdauer weniger Platz haben, um weiter zu
proliferieren. Ein Indiz hierfur ist die Verdnderung der Abnahme des Farbsignals, die
von 30% zwischen 48 h und 72 h auf 9% zwischen 72 h und 96 h fallt. Die Zellen
teilen sich im Zeitrahmen zwischen 72 h und 96 h demnach bereits langsamer als
zwischen 48 h und 72 h.

Migration
In verschiedenen Tumorentitdten — unter anderem in Glioblastomzelllinien, Ewing

Sarkoma Zelllinien, Blasenkrebszelllinien, dem Pankreas- und adenoidzystischen
Karzinom — ist die invasive Wirkung von IGFBP2 bereits untersucht. Die Migration
wird dabei durch Hochregulation der Matrix Metalloprotease 2 (MMP2), durch
Bindung des Integrin a5 oder B1 und durch Aktivierung des NFkB-Signalweges
initiiert. (100,101,142-146)

Unsere Ergebnisse zum Einfluss von IGFBP2 auf das Migrationsverhalten bestatigen
Resultate anderer Untersuchungen, aber auch hier ergeben sich zusatzliche
Erkenntnisse aus unseren Arbeiten. Im HCC konnte zuletzt im Hep3B Zellmodell
gezeigt werden, dass die Uberexpression von IGFBP2 die Migration steigert.

Urséchlich fur die erhohte Invasivitat ist die Aktivierung des NFkB-Signalweges mit
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resultierender Hochregulation von ZEB1 (126). In unseren Experimenten finden wir

unter Inkubation mit rhIGFBP2 eine dosisabhéangige Zunahme der Migration.

Zusammenfassend konnten wir nachweisen, dass rhIGFBP2 die Proliferation, die
Zellviabilitdt und die Migration steigert. Hierbei gibt es eine optimale IGFBP2-
Konzentration von 250 ng/ml fir die maximale Proliferation und maximale
Zellviabilitat, wahrend die Migration linear mit zunehmender IGFBP2-Konzentration
ansteigt. Folglich kénnte die Messung der IGFBP2-Serumkonzentration oder der
immunhistochemische Nachweis in Leberbiopsien von Patienten mit HCC einen
Hinweis auf die Aggressivitat des Tumors geben.

Weiterhin bietet sich IGFBP2 nach unseren Erkenntnissen als prognostischer Marker
zur Abschatzung der Progress- und Uberlebenswahrscheinlichkeit an. Diese sind
abhéngig von Wachstum und Metastasierung der Tumoren. In Pankreaskarzinomen
und Glioblastomen wurde IGFBP2 bereits als prognostischer Marker evaluiert. Dort
korreliert eine hohe IGFBP2 Expression in der immunhistochemischen Farbung mit
einer verminderten Uberlebenszeit (102,142). Daher planen wir die Analyse von
Leberbiopsien von Patienten mit HCC im Hinblick auf die IGFBP2 Expression, um

den prognostischen Nutzen im HCC weiter zu determinieren.

4.4rhIGFBP2 beeinflusst den IGF-Signalweg von Hep3B Zellen und fuhrt

zu reduzierten Mengen von freiem IGFIl und IGFII
Es wurden bereits mehrere Signalwege dargestellt, durch die IGFBP2 in anderen
Tumorentitdten wirkt. Diese sollen im Folgenden zusammengefasst und der eigene
Beitrag dargestellt werden:
1. Haufig interagiert die RGD Domane von IGFBP2 mit Integrin a531 (100,145).

- Durch Aktivierung von FAK wird GSK3p phosphoryliert und inaktiviert, was zu
einer Stabilisierung von B-Catenin fuhrt. Dieser Mechanismus wird als Faktor
fur die kirzere Uberlebenszeit bei Patienten/Patientinnen mit hohen IGFBP2
Spiegeln diskutiert (102).

- Durch Aktivierung des Erk-Signalweges wird die Zelladh&sion reduziert und
die Proliferation gesteigert (101).

2. Durch Aktivierung von Akt, des NFkB-Signalweges und von ZEB1 wird die

Zellmigration erhoht (142,144).
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3. Die Erhohung der MMP2 fihrt durch Uberexpression von IGFBP2 in einer
Blasenkrebszelllinie zu gesteigertem invasivem Wachstum und Metastasierung
im Mausmodell (143).

4. Neben der extrazellularen Lokalisation konnte IGFBP2 auch im Nukleus lokalisiert
und eine Transaktivierungsaktivitat aufgezeigt werden (86). Hierbei erhohte
IGFBP2 die VEGF Expression. Dies resultierte in vermehrter Angiogenese (109).
Somit erhéhten sich die prometastatischen Eigenschaften (147).

5. In Tumoren entsteht durch das schnelle Wachstum ein Sauerstoffdefizit, welchem
sich die Zellen durch verschiedene Mechanismen anpassen. So wird
beispielsweise der hypoxia inducible factor 1a (HIF-1a) induziert. IGFBP2 ist ein
Zielgen von HIF-1a, so dass eine vermehrte Expression von HIF-1a zu einer
Hochregulation von IGFBP2 fihrt (147).

6. Hochregulation von p53 durch IGFBP2 fordert die Apoptose (148). Dass in
einigen Zelllinien wachstumshemmende Effekte durch IGFBP2 beschrieben
werden, lasst sich nach Russo et al. mdoglicherweise durch fehlende

Komponenten der IGF Familie in diesen Zelllinien erklaren (147).

Wir analysierten die Schlisselenzyme Akt und Erk, die an Proliferation und Migration
von Zellen beteiligt sind. Es wird postuliert, dass in HCC Zelllinien steigende
rhiGFBP2-Konzentrationen durch Aktivierung von Integrin B1, FAK und Erk die
Proliferation verbessern, wobei in bisherigen Studien Konzentrationen bis maximal
250 ng/ml untersucht wurden (125). Im Gegensatz dazu zeigen unsere Ergebnisse
eine verminderte Aktivierung von Erk im Vergleich zur Kontrolle, obwohl auch wir
eine Verbesserung der Proliferation nachweisen konnten. Eine mdgliche Erklarung
hierfur ist die Bindung von rhiIGFBP2 an IGF. Dadurch kann weniger IGF den IGF-1
Rezeptor aktivieren, der ebenfalls eine Phosphorylierung von Erk induzieren kann.
Betrachten wir den IGFBP2-abhangigen Verlauf der Aktivierung von Erk, dem
Induktor proliferativer Effekte, so ahnelt er dem der IGFBP2-abhéngigen Proliferation
der Hep3B Zellen (vgl. Abbildung 20, Abbildung 21). Sowohl die Ergebnisse zur
Proliferation als auch zur Aktivierung von Erk zeigten unter rhiIGFBP2 250 ng/ml

maximale Werte.
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Proliferation
Aktivierung Erk

100 250 500 1000
ng/ml rhiIGFBP2

B Proliferation B Aktivierung Erk

Abbildung 21: rhIGFBP2 wirkt dosisabhéangig auf Proliferation und Aktivierung von Erk.

v

Die Aktivierung von Akt hingegen zeigte mit zunehmender rhIGFBP2-Konzentration

einen weiteren Anstieg, wie wir ihn bereits fir die Migration beobachten.

Weiterhin konnten wir nachweisen, dass IGFBP2 in seiner wachstumshemmenden
Funktion IGFI und IGFII bindet. Die beobachteten induktiven Effekte auf Proliferation
und Migration sind daher nicht auf die Wirkung von IGFI oder IGFII zuriickzufiihren.
Demnach reguliert IGFBP2 in unseren Experimenten sowohl wachstumshemmende
als auch proliferative Funktionen.

Daher gilt es nun herauszufinden, ob die wachstumshemmende Wirkung von
IGFBP2 durch Bindung von IGF genutzt werden und gleichzeitig die Interaktion mit
der extrazellularen Matrix und proliferativen Signalwegen verhindert werden kann. In
diesem Fall kdnnte IGFBP2 zukiinftig als neues ,Target” in der Therapie des HCC

diskutiert werden.

4.5IGFBP2 beeinflusst die Wirksamkeit von Chemotherapeutika und
Targeted Therapies in Hep3B Zellen

In den letzten Jahren gab es zunehmend Hinweise, dass IGFBP2 Einfluss auf die

Wirksamkeit von Chemotherapeutika und Targeted Therapies hat. So zeigt

Docetaxel in IGFBP2-knockdown Zellen von Prostatakarzinomen eine hdhere

Wirksamkeit (149), bei akut myeloischer Leukamie ist eine hohe IGFBP2-

Konzentration mit einer  Chemotherapieresistenz ~ assoziiert  (150). In
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Ovarialkarzinomen wird IGFBP2 mit einer schlechteren Wirkung von Platin-basierten
Therapien verbunden und als Pradikator fur die Effektivitat von Chemotherapeutika
postuliert (151,152).

AuRerdem wurden im HCC verschiedene Mechanismen beschrieben, die zu einer
Resistenz gegeniber Targeted Therapies, insbesondere Sorafenib fihren. Hierzu
zahlen unter anderem die Hochregulation von HIF1-a und NFkB, die Aktivierung des
IGF-1 Rezeptors, die MAPK14-abhangige Aktivierung von MEK (mitogen-aktivierte
Proteinkinase-kinase)-Erk und die Aktivierung von PI3K/Akt (153-156). In dieser
Arbeit wird IGFBP2 als neuer Faktor identifiziert, der Resistenz gegenlber
Chemotherapeutika und Targeted Therapies induzieren kann. Sorafenib und
Lenvatinib bzw. Regorafenib waren zum Zeitpunkt der Datenerhebung die first- bzw.
second-line Therapeutika in der Therapie des HCC, weshalb die aktuellen first-line
Therapeutika Atezolizumab und Bevacizumab in unseren Experimenten nicht

bertucksichtigt werden konnten (24,37).

Erstmals konnten wir den Einfluss von IGFBP2 auf die
Wirkung von Sorafenib, Lenvatinib, Regorafenib,

Bleomycin-Sulfat und Tivantinibo in HCC Zelllinien

eyinadelay |
Jap Bundipp

darstellen: Niedrige IGFBP2-Konzentrationen erhdhen
die Effektivitat der Chemotherapeutika und Targeted
Therapies, hohe IGFBP2-Konzentrationen reduzieren appiigung 22:
diese signifikant (Abbildung 22).

Die Parameter
IGFBP2 und die Wirkung der

Chemotherapeutika und
Targeted Therapies verhalten
sich invers.

Zukunftig gilt es, die Signalwege, durch die IGFBP2 diese Wirkung erzielt, weiter zu
charakterisieren. Durch Aktivierung von Erk induziert IGFBP2 beispielsweise die
Resistenz gegen Temozolomid in Glioblastomzellen (101). In unseren Experimenten
fuhrten hohe IGFBP2-Konzentrationen hingegen zu einer geringeren Aktivierung von
Erk. Dies ist ein Hinweis darauf, dass IGFBP2 in HCC Zellen méglicherweise Uber
andere Signalwege agiert. Exemplarisch hierfir ist der FAK-Signalweg. Die
Wirksamkeit von Dasatinib, einem Tyrosinkinaseinhibitor wie Sorafenib, wurde
bereits in Abhangigkeit der IGFBP2-Konzentration in nicht Kkleinzelligen
Bronchialkarzinomen untersucht. Hohe IGFBP2-Konzentrationen resultieren hier in
einer Resistenz gegeniber Dasatinib durch Aktivierung des FAK-Signalweges, der

unter anderem durch Dasatinib inhibiert wird (157,158).
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Insgesamt zeigen unsere Ergebnisse, dass IGFBP2 im HCC eine bedeutende Rolle
im Therapie-Ansprechen einnimmt. Wahrend die Wirkung von Sorafenib, Lenvatinib
und Regorafenib bei hohen IGFBP2-Konzentration reduziert wird, bleibt sie flr
Cabozantinib, einem weiteren second-line Therapeutikum, unbeeinflusst. Dies liegt
womdglich an der Hemmung unterschiedlicher Signalwege durch die Targeted
Therapies. Sorafenib, Regorafenib und Lenvatinib sind Tyrosin- oder
Multikinaseinhibitoren, die Uberwiegend hemmend auf Komponenten des RAF und
VEGF-Signalweges wirken, wahrend Cabozantinib hauptsachlich die Tyrosinkinase
cMET inhibiert (34,36,39,42). Wie bereits diskutiert, kann IGFBP2 den RAF-
Signalweg und folglich die Wirkung von Sorafenib, Lenvatinib und Regorafenib
antagonisieren. Die Messung der IGFBP2-Serumkonzentration kann demnach die
Therapieentscheidung zugunsten eines Chemotherapeutikums oder einer Targeted
Therapie beeinflussen. Sorafenib, Lenvatinib und Regorafenib sind bei niedrigen
IGFBP2-Konzentrationen wirksamer als bei hohen Konzentrationen, fir Cabozantinib
zeigt sich diese Einschrankung nicht. Hierbei miissen noch genaue cut-off Werte fr
IGFBP2 determiniert werden.

Zukunftig kann dies eine individualisierte, patientenorientierte Therapie fur

Patienten/Patientinnen mit HCC ermdglichen.

4.6 Resimee
Zuletzt soll auf die in der Zielsetzung genannten Fragestellungen und die neu
gewonnenen Erkenntnisse dieser Promotionsarbeit eingegangen werden.

1. IGFBP2 beeinflusste die Apoptose der Hep3B Zellen nicht.

2. Die Proliferation und die Zellviabilitdt verandern sich dosisabhangig mit einem
Wirkmaximum bei rhIGFBP2 250 ng/ml. Fir die Aktivierung von Erk findet sich
ein &hnlicher, von der IGFBP2-Konzentration abhangiger Verlauf.

Die Migration erhoht sich mit zunehmender rhiIGFBP2-Konzentration. Die
Aktivierung von Akt zeigt mit zunehmender rhiIGFBP2-Konzentration einen
deutlichen Anstieg.

3. IGFBP2 bindet freies IGFI und IGFII und reduziert die Mengen an freiem IGF.

4. IGFBP2 reduziert die Wirkung von Sorafenib, Lenvatinib und Regorafenib.

Auf der Grundlage dieser Daten ergeben sich neue Erkenntnisse und Mdglichkeiten
der Therapie des HCC:
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- Durch seine wachstumsférdernden und invasiven Eigenschaften bietet sich
IGFBP2 als prognostischer Marker zur Abschatzung der Progress- und
Uberlebenswahrscheinlichkeit an.

- Die Messung der IGFBP2-Serumkonzentration kann die
Therapieentscheidung zugunsten eines Chemotherapeutikums oder einer
Targeted Therapie beeinflussen.

- Die Nutzung der wachstumshemmenden, IGF-bindenden Wirkung von
IGFBP2 und die Antagonisierung der proliferativen und invasiven Effekte des

Proteins bieten sich als neue Targets in der Therapie des HCC an.

(a N\

( Chemotherapeutika )
& Targeted Therapies

Proliferation

Zellviabilitat Migration

.
>
.
>

IGFBP2
giuajeioboay
gluajelos
gluneaua’

IGFBP2 IGFBP2

Abbildung 23: Effekte von IGFBP2 auf Hep3B Zellen und daraus resultierende Folgen fir die weitere
Diagnostik und Therapie des HCC.
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5. Zusammenfassung

Durch die weltweite Zunahme der Inzidenz von Krebserkrankungen ist deren
Erforschung so wichtig wie nie zuvor. In Deutschland lassen sich ca. ¥ der
Todesfalle auf maligne Erkrankungen zurtckfuhren; das HCC zahlt zu den
Krebsarten mit hoher Mortalitat. In dieser Arbeit wurde die Wirkung des zu der IGF
Familie gehoérenden Proteins IGFBP2 im HCC untersucht. IGFBP2 kann die
Signaltransduktion und somit den Metabolismus von Zellen beeinflussen, wobei eine
Korrelation zwischen IGFBP2-Konzentration und Malignitatsgrad, geringerer
Uberlebenszeit, Proliferation und Migration hergestellt wurde. Diese Erkenntnisse
machen IGFBP2 zu einem bedeutsamen Ziel in der Genese und Therapie des HCC.
Diese Dissertation untersucht den Einfluss von IGFBP2 auf Proliferation, Invasivitat,
Migration, Apoptose-Verhalten und Therapie-Ansprechen des HCC.

Nach Etablierung eines in vitro Modells mit Oberflachenprasentation von IGF-
Rezeptoren und Produktion der Liganden IGFI und IGFII, konnten die Effekte von
IGFBP2 in Hepatomzellen untersucht werden. Wahrend Krebszellen haufig die
Fahigkeit zur Apoptose verlieren, konnte im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen
werden, dass IGFBP2 nicht in zelltodregulierende Prozesse involviert ist. Weitere
Charakteristika von Krebszellen, namlich Viabilitdt, Proliferations- und
Migrationsfahigkeit, wiederum beeinflusste IGFBP2 zeit- und dosisabhangig. Fur die
Zellproliferation und -viabilitait determinierten wir erstmals ein IGFBP2-
Konzentrationsoptimum, wahrend die Migration linear mit zunehmender IGFBP2-
Konzentration ansteigt. Um die beobachteten Effekte auf Zellebene weiterfuhrend zu
untersuchen, analysierten wir Komponenten des proliferativen IGF-Signalweges (Akt,
Erk, mTOR). Die Aktivierung von Erk verhielt sich analog zu Proliferation und
Zellviabilitat. Die Aktivierung von At zeigte einen der Migration &hnlichen Trend. Von
unmittelbarer klinischer Relevanz sind die Ergebnisse dieser Arbeit, die sich mich
dem Einfluss von IGFBP2 auf das Therapie-Ansprechen des HCC beschaftigen.
Erstmals gelang der Nachweis einer IGFBP2-abhangigen Wirksamkeit von
Therapeutika beim HCC: niedrige IGFBP2-Konzentrationen erhéhen deren
Effektivitat, wahrend hohe IGFBP2-Konzentrationen ihre therapeutische Wirksamkeit
signifikant verringeren. Insbesondere Sorafenib, Lenvatinib und Regorafenib waren
bei niedrigen |IGFBP2-Konzentrationen deutlich wirksamer als bei hohen

Konzentrationen.
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Zusammenfassend bietet sich die Antagonisierung der proliferativen und invasiven
Effekte des Proteins als neues Target in der Therapie des HCC an. Weiterhin kann
die Messung der IGFBP2-Serumkonzentration als prognostischer Marker zur
Abschatzung der Progress- und Uberlebenswahrscheinlichkeit genutzt werden und
die Therapieentscheidung zugunsten eines spezifischen Chemotherapeutikums oder

einer Targeted Therapie unterstitzen.
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