
 

Applikation der retroviralen Insertionsmutagenese zur 

Identifikation relevanter molekularer Mechanismen in 

der humanen Hepatokarzinogenese 

 

 

 

 

Dissertationsschrift zur Erlangung des  

akademischen Grades 

 

Doktor der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)  

 

im Fachbereich Biologie der Fakultät für Mathematik, Informatik und 

Naturwissenschaften der Universität Hamburg 

 

 

 

 

 

 

vorgelegt von  

Denise Heim 

aus Greifswald  

 

Hamburg, Oktober 2011



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der Zweifel ist der Beginn der Wissenschaft. 

Wer nichts anzweifelt, prüft nichts. 

Wer nichts prüft, entdeckt nichts. 

Wer nichts entdeckt, ist blind und bleibt blind. 

-Teilhard de Chardin- 
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1 Zusammenfassung 

Das hepatozelluläre Karzinom (HCC) ist weltweit das fünfthäufigste Malignom und die 

dritthäufigste krebsbedingte Todesursache. Während die klinischen Risikofaktoren gut 

definiert sind, sind die molekularen Mechanismen, die zur Tumorentstehung und 

-entwicklung beitragen, bisher nicht im Detail verstanden. Die Hepatokarzinogenese wird 

als ein mehrstufiger Entartungsprozess beschrieben. Eine effektive Telomerstabilisierung 

und somit unbegrenzte Proliferation (Immortalität) werden dabei als eine essentielle 

Voraussetzung für die Entwicklung eines HCC betrachtet. Die alleinige Aktivierung der 

Telomerase ist jedoch nicht ausreichend, um eine maligne Transformation zu induzieren. 

Zusätzliche genetische Alterationen in weiteren Signalwegen sind notwendig, um die 

Transformation in proliferierenden Hepatozyten voranzutreiben. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Telomerase-immortalisierte humane fetale Hepatozyten 

(FH-hTERT) als Zellkulturmodell für proliferierende Hepatozyten mit 

Telomeraseaktivierung als „First hit“ im mehrstufigen Modell der humanen 

Hepatokarzinogenese eingesetzt. Um weitere Schlüsselereignisse im Übergang von einer 

reparierenden in eine dysregulierte Regeneration zu definieren, wurden in diesen Zellen 

genetische Veränderungen mittels retroviraler Insertionsmutagenese ausgelöst. Dazu 

wurden FH-hTERT mit einem replikationsinkompetenten γ-retroviralen Vektor 

transduziert und Klone mit verändertem Phänotyp (Hyperproliferation) abgeleitet. Um 

weitere Phänotypveränderungen funktionell zu charakterisieren, wurden  

Serumabhängigkeit und Kontaktinhibition in den Klonen untersucht. Außerdem wurden 

ein verankerungsunabhängiges Wachstum mittels Softagarassay und ein mögliches 

Tumorwachstum mittels Nacktmausassay ermittelt. Des Weiteren wurden LM-PCR und 
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qRT-PCR durchgeführt, um die viralen Insertionsstellen zu identifizieren und 

Veränderungen in der Expression der getroffenen bzw. angrenzenden Gene zu detektieren. 

Zur Validierung der Relevanz in der humanen Hepatokarzinogenese wurde die 

Genexpression der von der Insertion des Provirus betroffenen Gene in humanen 

HCC-Proben untersucht und mit einer humanen HCC-Datenbank verglichen. 

Von insgesamt 16 abgeleiteten hyperproliferierenden Klonen wurden drei Klone 

vollständig charakterisiert (Klon 4, 6 und 9). Neben einer gesteigerten Proliferation zeigten 

die Klone weitere Phänotypveränderungen. Für alle drei Klone konnte im Softagarassay, 

ein etablierter in vitro Marker für Tumorzellwachstum, ein verankerungsunabhängiges 

Wachstum festgestellt werden. Mittels Zellzyklusanalysen konnte für Klon 9 zusätzlich 

eine vollständig aufgehobene Kontaktinhibition, ein Merkmal von Tumorzellen, gezeigt 

werden. Für Klon 4 wurde eine Insertionsstelle +150 kb von RIPK4 (Receptor-interacting 

serine-threonine kinase 4) entfernt detektiert, die eine 10-fache Suppression der 

RIPK4-Expression zur Folge hatte. In Klon 6 liegt das Provirus im Intron 23 des Gens 

MYCBP2 (MYC binding protein 2). Diese Insertion führte jedoch nicht zu einer Änderung 

in der Expression des Gens. In Klon 9 wurde die Expression von PLAG1 (Pleiomorphic 

adenoma gene 1) aufgrund einer Virusinsertion im Intron 2 um das 20-fache gesteigert. 

Die Ergebnisse aus der qRT-PCR mit HCC-Proben und die Datenbankanalysen zeigten für 

PLAG1 keinen Anstieg in der Expression, so dass eine Aktivierung scheinbar keine Rolle 

in der Bildung eines HCC hat. Jedoch wurde kürzlich eine treibende Rolle für PLAG1 in 

der Bildung eines Hepatoblastoms beschrieben. Für RIPK4 konnte in der qRT-PCR mit 

HCC-Proben, wie auch in Klon 4, eine Suppression in der Expression nachgewiesen 

werden. Die Datenbankanalysen bestätigten dieses Ergebnis in einer größeren Anzahl von 

HCC-Proben, insbesondere für Hepatitis B-assoziierte Tumoren. Eine RIPK4-Suppression 
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scheint demzufolge eine funktionell relevante und treibende genetische Veränderung in der 

humanen Hepatokarzinogenese darzustellen. In Klon 4 wurde außerdem eine Inaktivierung 

von NF-κB (Nuclear factor of kappa light polypeptide gene in B-cells 1) nachgewiesen. Da 

RIPK4 NF-κB aktivieren kann, könnte eine RIPK4-Suppression eine Inhibierung von 

NF-κB zur Folge gehabt haben. Die Inhibierung des NF-κB-Signalwegs kann in der Leber, 

ähnlich wie eine aberrante Aktivierung, zu entzündlich bedingten Schädigungen und zur 

Tumorentstehung führen. Die Inhibierung von NF-κB in Klon 4 könnte somit zu dem 

veränderten Phänotyp mit Tumormerkmalen beigetragen haben. Damit wurde in dieser 

Arbeit RIPK4 als möglicher Tumorsuppressor mit einer treibenden Rolle in der frühen 

humanen Hepatokarzinogenese identifiziert. Weitere funktionelle Analysen mittels 

RNA-Interferenz und in Mausmodellen sind nun notwendig, um die Rolle von RIPK4 in 

der Hepatokarzinogenese weiter zu untermauern. 

Zusammenfassend bietet die Applikation der retroviralen Insertionsmutagenese die 

Möglichkeit, genetische Veränderungen in FH-hTERT auszulösen, die eine maligne 

Transformation propagieren. Mittels dieses Ansatzes können bisher nicht bekannte 

Signalwege (z. B. Inhibierung von NF-κB über RIPK4) mit Relevanz in der humanen 

Hepatokarzinogenese identifiziert und funktionell untersucht werden. Das übergeordnete 

Ziel dabei ist, beteiligte Signalwege aufzudecken und den Übergang von Immortalität zu 

Malignität zu definieren.  
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2 Einleitung 

2.1 Das hepatozelluläre Karzinom 

Das hepatozelluläre Karzinom (HCC) ist weltweit das fünfthäufigste Malignom mit 

steigender Inzidenz in den westlichen Industrieländern.1-4 Jährlich treten weltweit 500.000 

neue Fälle auf, davon etwa 50.000 in Europa.5 Untersuchungen der Deutschen 

Krebsgesellschaft bestätigen, dass derzeit etwa sieben bis acht von 100.000 Menschen in 

Deutschland betroffen sind. Jährlich kommen circa 6.000 Neuerkrankungen in 

Deutschland hinzu, wobei Männer zwei- bis dreimal häufiger betroffen sind als Frauen. 

Inzwischen stellt das HCC die dritthäufigste krebsbedingte Todesursache weltweit dar und 

ist Hauptursache für das Versterben von Patienten mit Leberzirrhose.4 

Das HCC ist eines der wenigen Malignome mit gut definierten klinischen Risikofaktoren. 

Am Anfang der Entwicklung eines HCC steht in den überwiegenden Fällen (85-90%) eine 

chronische Entzündung der Leber mit andauernder Regeneration und Proliferation von 

Hepatozyten. Im fortgeschrittenen Stadium der Leberschädigung gilt die Leberzirrhose als 

wichtigster Risikofaktor für die Entwicklung eines HCC, wobei insbesondere eine 

chronische Hepatitis B oder C das Risiko für eine maligne Transformation zusätzlich 

erhöhen.6 Der Prozess von der beginnenden Leberschädigung bis zum HCC verläuft dabei 

über mehrere Jahrzehnte. 

Eine kurative Therapie ist häufig nur in den frühen und asymptomatischen Stadien 

erfolgreich. Für fortgeschrittene Stadien wird die Hoffnung auf die Entwicklung neuer 

molekularer zielgerichteter Therapien gelegt. Dabei werden Substanzen eingesetzt, die 

wachstumsfördernde intrazelluläre Signalwege in den Tumorzellen blockieren. Zurzeit ist 
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zur Behandlung des HCC nach erfolgreicher klinischer Testung nur der 

Tyrosinkinaseinhibitor Sorafenib zugelassen.7 Zur weiteren Entwicklung effektiver 

Präventions- und Therapieansätze sind ein fundiertes Verständnis der mehrstufigen 

molekularen Pathogenese des HCC und eine genaue Kenntnis der verantwortlichen 

Signalwege erforderlich, die eine Transformation von proliferierenden Leberzellen im 

entzündlichen Milieu auslösen bzw. fördern. 

2.2 Molekulare Pathogenese des HCC 

Bisher ist die molekulare Pathogenese des HCC noch nicht im Detail aufgeklärt. Nach 

heutigem Wissensstand geht man davon aus, dass die Hepatokarzinogenese ein 

mehrstufiger Prozess ist. Aus normalen Zellen bildet sich durch die Akkumulation von 

genetischen Veränderungen über präneoplastische Stadien ein invasiver Tumor. Dabei 

muss sich zunächst neben einer unbegrenzten Proliferation, auch ein von 

Wachstumsfaktoren bzw. -inhibitoren unabhängiges Wachstum entwickeln. Außerdem 

müssen transformierende Zellen eine Resistenz gegen die Auslösung von Apoptose 

erlangen. Um den entstehenden Tumor zu versorgen, muss schließlich die Angiogenese 

vorangetrieben werden und die Tumorzellen müssen die Fähigkeit entwickeln, invasiv zu 

wachsen und zu metastasieren.8 

In den letzten zehn Jahren wurden verschiedene Schlüsselgene und verantwortliche 

Signalwege identifiziert. So wurden Alterationen in den Rezeptoren unterschiedlicher 

Tyrosinkinasen und Änderungen in durch Wachstumsfaktoren vermittelten Signalwegen 

der Angiogenese beschrieben. Die Angiogenese ist essentiell für Tumorwachstum, 

Angioinvasion und Metastasierung.9 Verschiedene Wachstumsfaktoren der Angiogenese, 

wie VEGFA (Vascular endothelial growth factor A), ANGPT2 (Angiopoietin 2) und PDGF 
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(Platelet-derived growth factor), werden im HCC überexprimiert bzw. wurden im Plasma 

von HCC-Patienten in höheren Proteinmengen im Vergleich zu Patienten mit einer 

Zirrhose detektiert.10 Diese Wachstumsfaktoren induzieren Signalwege der Angiogenese. 

So kommt es zum Beispiel zur Aktivierung des RAF/MEK/ERK- und des 

PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs.11 VEGF ist ein bereits gut untersuchter Wachstumsfaktor. 

Eine hohe Expression gibt Aufschluss über das Tumorstadium.12 Außerdem werden hohe 

VEGF-Mengen mit einer schlechten Prognose nach Tumorresektion, mit einer geringen 

Heilungs- und Überlebensrate und mit einer Angioinvasion und Portalvenenthrombose in 

Verbindung gebracht.13-16 Ein weiterer Wachstumsfaktor, der in der Hepatokarzinogenese 

eine Rolle spielt, ist IGF (Insulin-like growth factor). Eine Überexpression von 

beispielsweise IGF2 findet in 16 bis 40% der HCC statt.17 Da der PI3K/AKT/mTOR-, 

RAF/MEK/ERK- und der Wnt/β-Catenin-Signalweg über IGF-Rezeptoren aktiviert 

werden, kann es im Falle einer Überexpression von IGF und IGF-Rezeptoren zur 

Aktivierung dieser Signalwege kommen.18,19 Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg kann 

jedoch auch auf andere Weise aberrant aktiviert werden. In normalem Gewebe wird dieser 

Signalweg negativ durch PTEN (Phosphatase and tensin homolog) reguliert.11 Die 

Expression von PTEN ist in der Hälfte der HCC reduziert, was eine aberrante Aktivierung 

des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs zur Folge hat.20 Die Aktivierung des Signalwegs 

scheint eine sehr entscheidende Rolle in der Pathogenese des HCC zu spielen. So wurden 

in 15% der HCC eine erhöhte Proteinmenge der aktiven phosphorylierten Form von mTOR 

(Mammalian target of rapamycin) und in 45% der Fälle hohe Konzentrationen von Kinase 

p70 S6, ein Substrat des phosphorylierten mTOR, detektiert.21 In 20 bis 48% der HCC 

wurde eine erhöhte c-MET-Expression nachgewiesen.22-26 Der Tyrosinkinaserezeptor 

c-MET reguliert Proliferation, Migration, Viabilität und Angiogenese und wird durch das 

Zytokin HGF (Hepatocyte growth factor) aktiviert. Patienten mit einer 
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c-MET-Überexpression entwickeln einen aggressiven Phänotyp mit einer schlechten 

Prognose.27 Ein weiterer betroffener Signalweg, der ERK/MAPK-Signalweg, ist beteiligt 

an zellulären Prozessen, wie Proliferation, Differenzierung, Angiogenese und Viabilität.28 

Eine Aktivierung trägt in verschiedenen soliden Tumoren, so auch beim HCC, zur 

Tumorprogression und Metastasierung bei.29 Für die Entstehung eines HCC wurde 

außerdem eine Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signalwegs beschrieben, entweder durch 

Gain-of-function Mutationen im Gen von β-Catenin oder durch Loss-of-function 

Mutationen in AXIN1 und AXIN2.30 Der Wnt/β-Catenin-Signalweg ist in 

Zellproliferation, Angiogenese, anti-apoptotischen Signalen und in die Formation der 

extrazellulären Matrix involviert.31 Etwa 50 bis 70% der HCC zeigen erhöhte 

β-Catenin-Konzentrationen.31,32 

Die bisher beschriebenen Alterationen (siehe oben) lassen sich jedoch nur in einem Teil 

der Patienten nachweisen, so dass bisher kein überzeugendes Modell, wie z. B. für das 

Kolonkarzinom, für die molekularen Grundlagen der Entstehung des HCC entwickelt 

werden konnte. Im Gegensatz dazu steht die Beobachtung, dass eine frühzeitige 

Stabilisierung der Telomere (in 90% der Fälle durch Reaktivierung der Telomerase) eine 

notwendige Voraussetzung für eine unbegrenzte zelluläre Proliferation und damit für die 

maligne Transformation ist.33  

2.3 Telomerase und Telomere 

Die Telomerase ist eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, welche die 

Chromosomenenden stabilisiert und den zellteilungsbedingten Telomerverlust ausgleicht.34 

Telomere sind die Endstrukturen eukaryotischer Chromosomen, die aus einer kurzen sich 

hundert- bis tausendfach wiederholenden DNA-Sequenz bestehen. Diese nicht-kodierende 
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Sequenz ist evolutionär konserviert, wobei Variationen beschrieben wurden. So besitzen 

höhere Pflanzen die Sequenz 5’-TTTAGGG-3’ und Vertebraten 5’-TTAGGG-3’.35-37 

Telomere weisen unterschiedliche Längen auf. So findet man in humanen Zellen einige 

tausend Wiederholungen des Hexanukleotids, während bei einigen Mausarten die 

Telomere ein Vielfaches dieser Länge aufweisen. Darüber hinaus variiert die Telomerlänge 

auch zwischen den Individuen einer Art und selbst zwischen einzelnen Geweben.38 Es gibt 

eine Vielzahl von telomerbindenden Proteinen, z. B. TRF1 und 2 (Telomeric repeat 

binding factor 1 und 2) sowie POT1 (Protection of telomeres 1 homolog).39 Zusammen mit 

der Telomersequenz bilden diese Proteine einen Nukleoproteinkomplex, der häufig auch 

als Telosom bezeichnet wird und der die Chromosomenenden zur so genannten Loop 

structure aufrollt (Abbildung 1).40,41 Die so gebildeten molekularen Kappen schützen die 

kodierenden Bereiche des Chromosoms vor enzymatischer Degradation, homologer 

Rekombination und die linearen Chromosomen vor Fusion der Enden. Intakte 

Telomerkappen sind demnach notwendig, um eine chromosomale Instabilität in 

eukaryotischen Zellen zu verhindern.42,43 
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Abbildung 1: Das Telosom (modifiziert nach Wege und Brümmendorf44). Die 
telomerbindenden Proteine bilden zusammen mit der Telomersequenz einen 
Nukleoproteinkomplex, der die Chromosomenenden zur so genannten Loop structure (D- und 
T-Schleife) aufrollt. 

Aufgrund der unvollständigen semikonservativen DNA-Replikation, sowie aktiver 

enzymatischer Prozesse während der S-Phase des Zellzyklus, kommt es bei jeder 

Zellteilung zu einer Verkürzung der Telomere und somit zum replikationsbedingten 

Verlust von Bindungsstellen für die stabilisierenden Proteine.45 Nach einer bestimmten 

Anzahl von Zellteilungen, wird eine kritische Telomerlänge erreicht, welche die Bildung 

der schützenden Kappen nicht mehr zulässt. Die Zellen treten in die Seneszenz ein - ein 

irreversibler postmitotischer Ruhezustand mit Erhalt der Stoffwechselaktivität.46,47 Die 

teilungsbedingte Telomerverkürzung und die dadurch begrenzte Proliferationsfähigkeit 

von normalen differenzierten Zellen, wurde von Harley et al. anschaulich auch als 

„mitotische Uhr“ bezeichnet.48 

Im Gegensatz zu somatischen Zellen mit einer geringen Telomeraseaktivität weisen 

Keimbahn- und Tumorzellen stabile oder sich nur langsam ändernde Telomerlängen auf. 
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Das Ribonukleoprotein Telomerase synthetisiert in diesen immortalisierten Zellen neue 

Telomersequenzen de novo direkt an das Chromosomenende. Der Telomerverlust wird so 

ausgeglichen und die Telomere stabilisiert. Das Enzym besteht zum einen aus einer 

RNA-Komponente (TERC - Telomerase RNA component), welche zur Bindung an das 

Chromosomenende und als Matrize für die Neusynthese von Telomersequenzen dient, und 

zum anderen aus einer reversen Transkriptase (TERT - Telomerase reverse transcriptase), 

deren Expression entscheidend für die Aktivität des Holoenzyms ist. 49,50 Die Verlängerung 

der Telomere geschieht nach folgendem Prinzip: Das Enzym hängt an den überhängenden 

G-reichen Einzelstrang TTAGGG-Repeats an, indem das freie 3’-Ende des Chromosoms 

an die RNA-Komponente der Telomerase bindet. Nach Translokation der Telomerase 

beginnt die Elongation erneut. Der C-reiche Strang am 5’-Ende wird durch die 

konventionelle DNA-Polymerase verlängert (Abbildung 2).51 
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Abbildung 2: Funktion der Telomerase (modifiziert nach Wege und Brümmendorf44). Die 
RNA-Komponente (TERC) bindet zunächst an das 3‘-Ende des Telomers und dient somit als 
Matrize für die Neusynthese der Telomersequenz. Nach reverser Transkription (Elongation) durch 
die katalytische Untereinheit der Telomerase (TERT) verschiebt sich der Telomerasekomplex 
(Translokation) in Richtung 5‘-Ende und eine erneute Elongation beginnt. 

Während der Embryonalentwicklung des Menschen ist die Telomerase in allen Geweben 

aktiv und wird normalerweise zum Zeitpunkt der Geburt in somatischen Zellen 

supprimiert.52,53 Untersuchungen haben gezeigt, dass die Telomerase teilweise im Rahmen 

von Regenerationsprozessen transient reaktiviert werden kann. So wurde in einem 

Leberregenerationsmodell in Schweinen, deren Telomerbiologie dem Mensch ähnelt, eine 

Aktivierung der Telomerase nach einer Resektion von 70 bis 80% der Leber 

nachgewiesen. Die Telomeraseaktivität korrelierte dabei mit der Anzahl der mitotischen 

Hepatozyten.54 Im Gegensatz dazu wird TERT in den Keimbahn- und in den meisten 

Tumorzellen dauerhaft exprimiert. 90% aller humanen Tumoren, unabhängig ihrer Art, 
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zeigen eine hohe Telomeraseaktivität, während im umliegenden nicht-malignen Gewebe 

keine Aktivität zu verzeichnen ist.33,55,56 Der Telomerase und den Telomeren wird in der 

Karzinogenese eine duale Rolle zugeschrieben.57,58 So führt, laut Hypothese, eine kritische 

Verkürzung der Telomere zunächst zu instabilen Chromosomen mit einem deutlich 

erhöhten Risiko an chromosomalen Aberrationen, wie Fusionen und Aneuploidien.59,60 In 

Folge dessen kommt es zu weiteren Mutationen, welche die maligne Transformation 

fördern. Um dann eine „mitotische Katastrophe“ mit Proliferationsarrest und Zelltod zu 

umgehen, wird die Telomerase dauerhaft aktiviert, die Telomere stabilisiert und so die 

unbegrenzte Expansion der entarteten Zellen ermöglicht (Abbildung 3).8 Die Regulation 

der Telomerlänge ist jedoch nicht immer von der Aktivität der Telomerase abhängig. 

Während 90% der humanen Tumore eine hohe Telomeraseaktivität aufweisen, stabilisieren 

die restlichen 10%, insbesondere Sarkome, ihre Chromosomenenden auf eine andere Art.61 

1995 wurde dieser telomeraseunabhängige Prozess der Telomerstabilisierung postuliert 

und als ALT-Mechanismus (Alternative lengthening of telomeres) bezeichnet.62 
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Abbildung 3: Replikationsbedingte Telomerverkürzung (modifiziert nach Wege und 
Brümmendorf 44). Keimbahnzellen mit dauerhaft aktivierter Telomerase halten während der 
Zellteilung die Telomerlänge konstant. In somatischen Zellen nimmt aufgrund der inaktiven 
Telomerase die Telomerlänge mit jeder Zellteilung stetig ab. Die genetische Instabilität nimmt 
damit zu bis die Zellen in die Seneszenz eintreten. Da das Risiko für genetische Alterationen steigt, 
können sich in den somatischen Zellen Mutationen ansammeln. Die entarteten Zellen stabilisieren 
dann ihre Telomerlänge mit Hilfe der Telomerase oder dem ALT-Mechanismus.  

2.4 Die Rolle der Telomerase in der Hepatokarzinogenese 

Die Aktivierung der Telomerase wurde als ein essentieller Schritt in der 

Hepatokarzinogenese beschrieben. So konnte 1997 gezeigt werden, dass etwa 85% der 

Leberzellkarzinome eine hohe Telomeraseaktivität aufweisen, wobei die Telomerlänge von 

2,0 bis 16,0 Kilobasen (kb) variiert.63 Außerdem haben verschiedene Gruppen gezeigt, 

dass eine Telomeraseaktivierung bereits in präkanzerösen hepatischen Knoten 

stattfindet.64,65 Zusätzlich wurde eine Überexpression von TRF1, TRF2 und TIN2 

(TRF-1-Interacting nuclear factor 2) in hochgradig dysplastischen Knoten detektiert.66 

Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Aktivierung der Telomerase frühzeitig in 

der mehrstufigen Hepatokarzinogenese auftritt. 
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Die alleinige Aktivierung ist jedoch nicht ausreichend, um eine maligne Transformation zu 

induzieren.67 Zusätzliche genetische Alterationen in weiteren Signalwegen sind notwendig, 

um die Transformation in proliferierenden Hepatozyten voranzutreiben. Dabei ist man 

nach heutigem Kenntnisstand überzeugt, dass neben der Telomeraseaktivierung eine relativ 

kleine Anzahl zellulärer Signalwege gestört sind. So konnten Hahn et al. zeigen, dass sich 

normale epitheliale Vorläuferzellen durch die ektope Expression von TERT, sowie dem 

Simian Virus 40 großem T-Onkoprotein (SV40T) und einem onkogenen Allel von H-ras 

(Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog) in Tumorzellen umwandeln lassen.68 

2.5 Modellsystem zur Untersuchung der Hepatokarzinogenese 

Um weitere Schlüsselereignisse im Übergang von einer reparierenden in eine dysregulierte 

und entartete Regeneration zu definieren, ist es aufgrund der komplexen Interaktionen 

zwischen zelleigenen und auf die Zellen einwirkenden Faktoren zunächst erforderlich, eine 

Vereinfachung des experimentellen Systems vorzunehmen. Bisher wurden jedoch 

funktionelle Untersuchungen zu den molekularen Grundlagen der Hepatokarzinogenese 

durch das Fehlen geeigneter Zellkulturmodelle limitiert. Primäre humane Hepatozyten 

können zwar aus Spenderlebern isoliert und für einen kurzen Zeitraum kultiviert werden, 

lassen sich jedoch nicht in Zellkultur vermehren. Andererseits sind die etablierten 

Hepatomazelllinien HepG2 und HuH7 bereits maligne transformiert und weisen einen 

komplex alterierten Karyotyp auf, so dass in diesen Zellen funktionelle Untersuchungen zu 

den entscheidenden Schritten der Hepatokarzinogenese nur durch Inhibition definierter 

Signalwege möglich sind. 

Da die Proliferation von humanen Hepatozyten in Zellkultur durch eine fortschreitende 

Verkürzung der Telomere begrenzt wird, wurden von Wege et al., zur Generierung einer 
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Leberzelllinie, fetale Hepatozyten (FH) aus 22 bis 24 Wochen alten humanen Feten 

isoliert. Diese Zellen wurden aufgrund ihrer von Wachstumsfaktoren unabhängigen 

spontanen Proliferation in Zellkultur verwendet. Durch ektope Expression von TERT, der 

aktivitätsbestimmenden katalytischen Untereinheit der Telomerase, wurde dann in FH die 

Telomerase aktiviert und so die Telomere stabilisiert (Immortalisierung).69 Auf mRNA- 

und Proteinebene, sowie in funktionellen Analysen, konnten verschiedene Marker für 

hepatozelluläre Funktionen wie Albuminproduktion, Harnstoffentstehung, 

Glukose-6-Phosphatase-Aktivität, Glykogensynthese und Expression von Genen der 

Cytochrom P450 1 und 2 Familie bei den immortalisierten Hepatozyten (FH-hTERT) 

nachgewiesen werden.69 Intrahepatische Zelltransplantationsstudien zeigten eine 

Integration von FH-hTERT in das Lebergewebe, wobei die transplantierten Hepatozyten 

außerdem ihr phänotypisches Differenzierungspotenzial beibehielten.69 Inzwischen 

konnten die immortalisierten Hepatozyten bis zu über 800 Populationsverdopplungen (PD) 

in Zellkultur expandiert werden. Dagegen zeigen Telomerase-negative FH nach nur 35 bis 

40 PD eine abnehmende Wachstumsgeschwindigkeit und einen seneszenten Phänotyp.70 

Bezüglich der malignen Transformation konnte bereits gezeigt werden, dass die 

Aktivierung der Telomerase per se keine maligne Transformation induziert.71 FH-hTERT 

haben kein verankerungsunabhängiges Wachstum, ein Merkmal von Tumorzellen, und 

sind somit nicht in der Lage Kolonien im Softagarassay zu bilden. Auch mittels des 

Nacktmausmodells konnte in vivo kein Tumorwachstum beobachtet werden. Bei Erreichen 

einer Konfluenz von 100%, sowie bei Abwesenheit von Serum, kommt es bei FH-hTERT, 

wie für nicht-transformierte Zellen üblich, zum Zellzyklusarrest. Außerdem kann nach 

Auslösung von DNA-Doppelstrangbrüchen durch Bestrahlung eine ungestörte 

Schadensantwort via p53 (Tumor protein p53) und p21 (Cyclin-dependent kinase inhibitor 
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1A) ausgelöst werden. Es kommt zu einem erhöhten Zellzyklusarrest der Zellen in der 

G0/G1-Phase mit einer signifikanten Reduktion der S-Phase. Eine Behandlung von 

FH-hTERT mit Camptothecin, ein DNA Topoisomerase I Inhibitor, der zu Brüchen an der 

Replikationsgabel führt, induziert ebenfalls eine Stabilisierung von p53 und eine erhöhte 

Expression von p21. Die immortalisierten Hepatozyten sind somit aufgrund der 

unbegrenzten Proliferation und des nicht transformierten Phänotyps hervorragend zur 

funktionellen Untersuchung der mehrstufigen Hepatokarzinogenese geeignet und wurden 

in dieser Arbeit als Zellkultursystem für proliferierende Hepatozyten mit 

Telomeraseaktivierung als „First hit“ im mehrstufigen Modell der Hepatokarzinogenese 

eingesetzt. 

2.6 Insertionsmutagenese im Rahmen der HBV-assoziierten 
Karzinogenese 

Die chronische Hepatitis B ist, wie bereits erwähnt, ein maßgeblicher Risikofaktor für die 

Entwicklung eines HCC.72-75 So steigt das Risiko einer HCC-Entwicklung bei einer 

chronischen Hepatitis B-Infektion um das 5- bis 15-fache.2 53% der primären 

Leberkarzinome weltweit werden mit einer chronischen Hepatitis B in Verbindung 

gebracht.76 Dabei wird dem Hepatitis B Virus (HBV) eine direkte und eine indirekte Rolle 

in der Karzinogenese zugeschrieben. 

Bei dem indirekten Effekt kommen zu einer chronischen Inflammation der Leber 

verschiedene virale Proteine hinzu, die die Transformation zusätzlich vorantreiben können. 

So stört zum Beispiel HBx (Hepatitis B virus X protein) verschiedene zytoplasmatische 

Signalwege, die bei Regulation von Wachstum und Viabilität eine Rolle spielen. Zu diesen 

Signalwegen gehören u. a. der JAK/STAT-Signalweg, der NF-κB-Signalweg und auch der 
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Wnt/β-Catenin-Signalweg.77,78 Bei dem direkten Effekt kommt es zur Integration des Virus 

in das Genom der Wirtszelle. Die Integration des viralen Genoms ist nicht essentiell für die 

Virusreplikation, führt allerdings zu einer Persistenz im Wirtsgenom. HBV-Integrationen 

findet man bei 85 bis 90% der HCC-Patienten mit einer chronischen Hepatitis B, wobei die 

Integration der Virus-DNA nicht auf das HCC beschränkt ist. So wurden auch im 

umliegenden Lebergewebe Virusinsertionen nachgewiesen.79,80 Oxidativer Stress oder 

Einflüsse, die zu DNA-Schäden führen, erhöhen dabei die Frequenz der 

HBV-Integration.81 Außerdem wird die Integration des Virus durch vermehrt auftretende 

DNA-Schäden und eine erhöhte Replikation während der chronischen Entzündung 

gefördert.82 Die HBV-Integration induziert verschiedene genetische Alterationen im 

Wirtsgenom. So wurden chromosomale Deletionen, Translokationen, Transkriptfusionen, 

Amplifikationen zellulärer DNA und genomische Instabilität beschrieben.77,82 Die 

genetische Instabilität kann dann zu Veränderungen in der Expression von Onkogenen, 

Tumorsuppressorgenen und microRNAs (miRNA) führen.77 Untersuchungen haben zudem 

gezeigt, dass HBV-Integrationen vor allem in Regionen auftreten, die Signaltransduktion, 

Proliferation und Viabilität regulieren.83 

Um solche Alterationen zu induzieren und so weitere Signalwege der Hepatokarzinogenese 

zu identifizieren, wurden FH-hTERT in dieser Arbeit mit einem γ-retroviralen Vektor 

transduziert. Retrovirale Vektoren sind gezielt veränderte Viruspartikel, die in der Lage 

sind, analog zu HBV, in das Genom zu integrieren und damit Mutationen auszulösen. Im 

folgenden Abschnitt werden Retroviren ausführlicher behandelt. 
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2.7 Retroviren 

Retroviren (Retroviridae) wurden erstmals 1911 von Rous et al. beschrieben.84 Er und 

Kollegen konnten zeigen, dass mit filtrierten Extrakten aus Geflügelsarkomen gesunde 

Hühner infiziert werden können, die daraufhin ebenfalls Tumore entwickeln. Retroviren 

lassen sich in zwei Unterfamilien aufteilen. Zu der Unterfamilie der Orthoretroviren 

(Orthoretrovirinae) gehören die Gattungen α-Retroviren (z. B. RSV - Rous-Sarkom-

Virus), β-Retroviren (z. B. MMTV - Maus-Mammatumorvirus), γ-Retroviren (z. B. MLV - 

Maus-Leukämie-Virus), δ-Retroviren (z. B. HTLV-1 - humanes T-Zell-Leukämie-Virus-

Typ 1), ε-Retroviren (Fisch-Retroviren, z. B. WDSV - Walleye dermal sarcoma virus) und 

Lentiviren (z. B. HIV-1 - humanes Immundefizienz-Virus-Typ 1). Zu der Unterfamilie der 

Spumaviren (Spumaretrovirinae) gehört die Gattung Foamyvirus (z. B. HFV - humanes 

Foamyvirus).85 

Retroviren sind behüllte Viren mit einem Durchmesser von etwa 100 nm (Abbildung 4). 

Sie besitzen ein Kapsid, das in eine Matrix eingebettet und von einer Virushülle umgeben 

ist. Die Virushülle, eine Doppellipidmembran, enthält Rezeptorliganden, die an Rezeptoren 

der Zielzelle binden können. Als Erbinformation enthalten die Retroviren RNA, die im 

Kapsid verpackt ist. Dabei liegt die RNA als linearer Einzel-(+)-Strang vor und wird mit 

Hilfe einer reversen Transkriptase in DNA umgeschrieben. Die DNA kann dann mittels 

Integrase in das Wirtsgenom eingebaut werden. Beide Enzyme sind zusammen mit der 

Protease im Kapsid verpackt und werden bei Infektion mit in die Zielzelle transportiert. 
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Abbildung 4: Aufbau eines Retroviruspartikels. Retroviren bestehen aus einer 
Doppellipidmembran mit Oberflächenproteinen, die als Rezeptorliganden fungieren und an 
Rezeptoren der Wirtszelle binden. Im Inneren der Hülle, eingebettet in die Matrix, liegt das Kapsid, 
das die beiden identischen, einzelsträngigen RNA-Moleküle und die Proteine reverse 
Transkriptase, Integrase und Protease enthält. 

Retroviren sind die einzigen RNA-Viren, die diploid angelegt sind. So besteht das Genom 

der Retroviren aus zwei identischen RNA-Molekülen. Diese weisen am 5’-Ende eine 

CAP-Struktur und am 3’-Ende einen Poly-A-Schwanz auf und gleichen so einer zellulären 

mRNA (Abbildung 5). Die virale RNA enthält die Gene gag, pol und env. Gag kodiert für 

Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidproteine. Pol (Polymerase) kodiert für die virale 

Protease, reverse Transkriptase und Integrase und env (Envelope) für die Hüllproteine. Die 

kodierenden Sequenzen sind von regulatorischen Sequenzen umgeben, die eine wichtige 

Rolle bei der reversen Transkription und der Integration des Virus in das Wirtsgenom 

spielen. Die sogenannte R-Region (R - redundant) beinhaltet den Transkriptionsstart und 

das Polyadenylierungssignal und liegt an beiden Enden des Virusgenoms. Am 5’-Ende 

befindet sich die U5-Region (U - Unique), die eine der beiden Bindungsstellen 

(att - Attachment site) für die Integrase enthält. Am 3’-Ende befindet sich die U3-Region, 
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welche die zweite Bindungsstelle der Integrase aufweist, sowie Promotor- und 

Enhancer-Sequenzen für die Transkription der viralen Gene. Zwischen 5’-LTR und den 

kodierenden Sequenzen liegt die Leader-Region, die wichtige regulatorische Elemente wie 

das Verpackungssignal (ψ), die Primerbindungsstelle (PB) als Startpunkt für die reverse 

Transkription und eine Spleißdonorsequenz (SD) enthält. Vor dem 3’-LTR liegt der 

Polypurin-Trakt (PPT), der essentiell für die reverse Transkription ist. Bei der reversen 

Transkription werden die 5’-R- und die U5-Region an das 3’-Ende und die U3-Region an 

das 5’-Ende kopiert. So entstehen homologe Long terminal repeats (LTR) an beiden Enden 

des Virus.85 

 
 
Abbildung 5: Aufbau des retroviralen Genoms und des Provirus (modifiziert nach Modrow 
et al.85). Das retrovirale RNA-Genom weist am 5’-Ende eine CAP-Struktur und am 3’-Ende einen 
Poly-A-Schwanz auf. Während der reversen Transkription werden die R- und die U5-Region an 
das 3’-Ende und die U3-Region an das 5’-Ende kopiert. Die sogenannten Long terminal repeats 
(LTR) mit Integrasebindestellen (att) flankieren nun die viralen Gene gag, pol und env, sowie die 
regulatorischen Elemente Verpackungssignal (ψ), Primerbindestelle (PB), Spleißdonor- (SD) und 
Spleißakzeptorsequenz (SA). 
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2.8 Replikationsinkompetente retrovirale Vektoren 

Retroviren werden aufgrund ihrer stabilen Integration in das Wirtsgenom zur Expression 

eines Transgens u. a. in der Gentherapie eingesetzt. Die retroviralen Vektorsysteme 

wurden dabei so entwickelt, dass replikationsinkompetente Viruspartikel entstehen, die 

nicht in der Lage sind, sich in den Wirtszellen zu vermehren. Dazu werden die Gene gag, 

pol und env durch die Verwendung von Plasmiden und Verpackungszelllinien entfernt und 

getrennt. Die restliche virale Sequenz enthält u. a. das Verpackungssignal (ψ) und befindet 

sich auf einem Plasmid, das als retroviraler Vektor bezeichnet wird. Durch das Entfernen 

der gag-, pol- und env-Gene entsteht genug Platz für eine bis zu 8 kb große 

Transgensequenz. Das Vektorplasmid und die Plasmide mit den Genen gag, pol und env 

werden dann durch Transfektion in eine Verpackungszelllinie geschleust. Diese kann die 

für die Virusproduktion erforderlichen Proteine gag, pol und env zur Verfügung stellen, so 

dass nun die Viruspartikel zusammengebaut werden können. Die Viruspartikel enthalten 

die RNA des retroviralen Vektors, die dann in den Zielzellen in DNA umgeschrieben und 

in das Genom integriert wird. Da die Zielzellen keine eigenen gag-, pol- und env-Gene 

besitzen, können in den transduzierten Zellen keine neuen Viruspartikel entstehen. 

2.9 Retrovirale Insertionsmutagenese 

Die Integration eines Retrovirus kann theoretisch überall erfolgen. Jedoch ist bekannt, dass 

der Ort nicht rein zufällig ist. Der Zugang zur DNA scheint dabei eine wesentliche Rolle 

zu spielen, da Integrationen sehr viel häufiger im offenen Chromatin zu finden sind als im 

Heterochromatin der Zentromere. Da verschiedene Retroviren unterschiedliche 

Präferenzen für den Integrationsort zeigen, kann die Chromatinstruktur allein nicht 

ausschlaggebend für den Integrationsort sein. So integrieren Lentiviren, wie beispielsweise 
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HIV, bevorzugt in Regionen mit hoher Gendichte oder in transkribierte Bereiche, 

wohingegen γ-Retroviren, wie MLV, vor allem in Promotorregionen aktiver Gene 

detektiert werden.86 Zelluläre und virale Proteine, wie die Integrase, sollen dabei den Ort 

der Integration beeinflussen.87,88 Auch Transkriptionsfaktoren der Zelle und das 

Zellzyklusstadium können ausschlaggebend für den Integrationsort sein.89,90  

Jede Integration eines Provirus in das zelluläre Genom zerstört die genomische 

Organisation und wird daher als Insertionsmutagenese bezeichnet. Es besteht bei jeder 

Virusintegration die Gefahr, dass die Expression angrenzender Gene beeinflusst wird. Eine 

Veränderung eines Genproduktes oder der Genexpression geschieht dann, wenn Gene 

direkt oder deren regulatorische Elemente, wie Promotor-, Enhancer- oder 

Terminator-Bereiche, sowie Lokus-Kontroll- und Matrix-Anheftungs-Regionen, getroffen 

sind. Die (In-)Aktivierung von Genen durch das Provirus kann auf verschiedene Arten 

erfolgen: 

Promotor-Insertion. Liegt das Provirus vor einem Gen in der gleichen transkriptionellen 

Orientierung, kann der virale Promotor in der 5’- oder 3’-LTR-Region den zellulären 

Promotor ersetzen und zu einer veränderten Transkription des Gens führen. Wenn der 

Promotor der 5’-LTR-Region genutzt wird, kann ein Fusionstranskript entstehen. Dabei 

wird das Polyadenylierungssignal in der 3’-LTR-Region überlesen und die virale 

Splice-Donor-Sequenz genutzt. Der 5’-LTR-Bereich kann jedoch auch deletiert sein, 

wodurch der Promotor im 3’-LTR-Bereich aktiv ist.91 Der virale Promotor kann ebenfalls 

aktivierend wirken, wenn das Provirus im ersten Intron des Gens liegt. Das endogene 

Transkript ist durch das virale Polyadenylierungssignal trunkiert, jedoch werden alle 

folgenden Exons durch den viralen Promotor transkribiert. Ist der Translationsstart im 
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zweiten Exon lokalisiert, wird ein Protein mit normaler Länge translatiert. Das Provirus 

kann sogar zu einem verkürzten Transkript führen. So sind für das Gen c-Myb (v-myb 

myeloblastosis viral oncogene homolog) Insertionen beschrieben, die ein verkürztes 

Protein mit einem alternativen Startcodon zur Folge hatten.92 

Enhancer-Insertion. Die Transkription der zellulären Gene kann außerdem durch die 

Bindung von zellulären Transkriptionsfaktoren an virale Enhancer in der U3-Region des 

LTR-Bereichs erhöht werden.93,94 Dabei können diese viralen Verstärkerelemente über 

große Entfernungen sowohl vor als auch nach einem Gen wirksam sein. So konnte gezeigt 

werden, dass das Protoonkogen c-Myc (v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog) 

durch einen Retrovirus aktiviert werden konnte, wobei die Integrationsstelle einmal 30 kb 

und einmal 270 kb vom Gen entfernt liegt.95 

Verkürzung durch Insertion.  Liegt das Provirus innerhalb eines Gens in gegensätzlicher 

Orientierung, kann das Protein durch ein Polyadenylierungssignal verkürzt werden. Das 

wiederum kann entweder zu einem inaktiven oder zu einem konstitutiv aktiven Protein mit 

fehlenden regulatorischen Sequenzen führen. So führte die Zerstörung der Genstruktur 

durch virale Insertion zu einer Inaktivierung des Tumorsuppressorgens p53.96,97 Im 

Gegensatz dazu kam es durch eine retrovirale Insertion im Intron 7 des Gens Tpl-2 

(Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8) zur Expression einer konstitutiv aktiven 

und verkürzten Serin/Threonin-Kinase.98,99 

Insertion in regulatorische Bereiche. Eine (In-)Aktivierung kann ebenfalls durch eine 

Virusinsertion in regulatorische Bereiche der Gene zustande kommen. So können 

Promotor- oder andere Regulationsbereiche zerstört werden, was zur Inaktivierung des 
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Gens führt. Gene können dabei jedoch auch aktiviert werden, indem durch die Integration 

destabilisierende Elemente, wie z. B. miRNA zerstört werden.100  

Wird durch die Insertion ein Protoonkogen aktiviert, kann es zur Entstehung von Tumoren 

kommen. Im Fall von c-Myc führte die Aktivierung schließlich zu T-Zell-Lymphomen im 

Rattenmodell.95 Unkontrolliertes Wachstum durch die Aktivierung von Protoonkogenen 

durch Retroviren konnten auch Haywald und Kollegen bei Hühner-Bursa-Lymphomen 

zeigen. Die Entstehung dieser Lymphome wird ebenfalls eindeutig auf die unkontrollierte 

Überexpression von c-Myc, verursacht durch eine retrovirale Insertion, zurückgeführt.101 

Retrovirale Vektoren werden nun im Sinne einer induzierten Insertionsmutagenese 

experimentell eingesetzt. Aufgrund der bekannten Sequenz des Provirus, lässt sich die 

Insertionsstelle und damit potentielle Protoonkogene über verschiedene Methoden 

identifizieren (z. B. LM-PCR - Ligation-mediated polymerase chain reaction).102 So 

konnten mit Hilfe der experimentellen Insertionsmutagenese bereits erfolgreich 

Protoonkogene, die beispielsweise in die Entstehung von Leukämien involviert sind, 

identifiziert werden.103,104 
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2.10 Zielsetzung 

Basierend auf den bisherigen Untersuchungen, wurde für dieses Projekt die Hypothese 

aufgestellt, dass es während eines chronischen Leberschadens zur permanenten 

Aktivierung der Telomerase kommen kann, die den Hepatozyten ein unbegrenztes 

Wachstum (Immortalität) ermöglicht. Dabei scheint dieser Vorgang ein essentieller und 

früher Schritt in der mehrstufigen Hepatokarzinogenese zu sein. Für den Übergang von 

Immortalität zu Malignität sind dann weitere genetische Alterationen erforderlich 

(Abbildung 6). 

 
 

 
 
 
Abbildung 6: Arbeitshypothese. Bei einem chronischen Leberschaden kann es zur permanenten 
Aktivierung der Telomerase in den proliferierenden Hepatozyten kommen, was den Zellen ein 
unbegrenztes Wachstum ermöglicht. Für den Übergang von Immortalität zu Malignität sind wenige 
zusätzliche Alterationen erforderlich. 
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Für diese Arbeit wurden Telomerase-immortalisierte humane fetale Hepatozyten als 

Zellkulturmodel für proliferierende Hepatozyten mit Telomeraseaktivierung als „First hit“ 

im mehrstufigen Modell der Hepatokarzinogenese eingesetzt. Um weitere an der 

HCC-Entstehung beteiligte Signalwege zu identifizieren, sollten in FH-hTERT, durch 

Transduktion mit einem γ-retroviralen Vektor, genetische Veränderungen im Sinne einer 

induzierten Insertionsmutagenese ausgelöst werden. 

Das übergeordnete Ziel ist es, beteiligte Signalwege und ihre hierarchischen und 

redundanten Beziehungen zueinander aufzudecken. Durch Beantwortung dieser Fragen 

sollen die Schlüsselereignisse im Übergang von einer reparierenden zu einer dysregulierten 

und entarteten Regeneration definiert werden. Ein fundiertes Verständnis der wirksamen 

Mechanismen würde die Möglichkeit zur Entwicklung neuer diagnostischer und 

therapeutischer sowie möglicherweise auch präventiver Verfahren eröffnen, um z. B. eine 

Transformation frühzeitig zu erkennen oder bei hohem Risiko gezielt zu unterbinden. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Zellbiologische Methoden 

3.1.1 Zelllinien 

HuH7. Die Tumorzelllinie HuH7 wurde aus einem gut differenzierten HCC eines 57 Jahre 

alten Japaners etabliert. Die Zelllinie weist eine unbegrenzte Proliferation mit einer PD in 

circa 36 h auf. Während die Zellen im serumfreien Medium ein Monolayerwachstum 

zeigen, ist bei Anwesenheit von Serum sogar ein Multilayerwachstum zu beobachten. 

HuH7 Zellen sind Telomerase-positiv und zeigen eine Telomerlänge von 24,9 kb.105 

 HepG2. HepG2 Zellen wurden aus einem HCC eines 15-jährigen Jugendlichen isoliert. 

Die Zellen weisen ein unbegrenztes Wachstum bei einer PD von 48 h auf. Bei 

Anwesenheit von Serum sind bei dieser Tumorzelllinie ein Monolayer- sowie ein 

Multilayerwachstum zu beobachten. HepG2 zeigen eine Telomeraseaktivierung. Die 

Telomerlänge liegt bei 5 kb.106 

FH-hTERT.  Bei FH-hTERT handelt es sich um fetale Hepatozyten, die von menschlichen 

Feten im Rahmen einer elektiven Abtreibung in der 22. bis 24. Schwangerschaftswoche 

isoliert wurden. Die isolierten Zellen zeigen keine Telomeraseaktivität. Nach circa 35 bis 

40 PD nimmt die proliferative Aktivität der Zellen mit Eintritt in die Seneszenz ab. Durch 

die ektope Expression von TERT wurde die Telomerase reaktiviert und die Hepatozyten so 

immortalisiert.69 Die Telomeraseaktivität der immortalisierten fetalen Hepatozyten ist etwa 

30-mal so hoch wie in HepG2 und die Telomerlänge liegt bei circa 11,5 kb. Die Zellen 

zeigen ein reines Monolayerwachstum und es kommt bei unbegrenztem Wachstum circa 

alle 24 h zu einer PD. Die Verwendung der FH-hTERT Zellen wurde von der 
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Ethikkommission der Ärztekammer Hamburg genehmigt (Genehmigungsnummer 

OB-034/06). 

3.1.2 Zellkultur 

Als Zellkulturmodell wurden die bereits etablierten und charakterisierten FH-hTERT bei 

einer PD von 30 bis 75 verwendet.69 Wie zuvor beschrieben, zeigen die immortalisierten 

Hepatozyten keinen malignen Phänotyp während der Expansion in Langzeitkultur bis PD 

150.71 Humane Tumorzelllinien wie HuH7 und HepG2 wurden als positive Kontrollen 

verwendet. Die murine Verpackungszelllinie PG13 diente zur Generation der 

replikationsinkompetenten γ-retroviralen Vektoren. Die Bestimmung des Virustiters 

erfolgte mit Hilfe der humanen Medulloblastomzelllinie TE671. Alle Zellen wurden in 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 4,5 g/l Glukose (Invitrogen, Karlsruhe, 

Deutschland) mit 10% hitzeinaktiviertem fetalem Rinderserum (Invitrogen) sowie den 

Antibiotika Gentamycin und Amphotericin B (Endkonzentration: 10 µg/ml Gentamycin, 

0,25 µg/ml Amphotericin B; Invitrogen) kultiviert. Für FH-hTERT wurde das Medium 

zusätzlich mit 5 µg/ml Insulin and 2,4 µg/ml Hydrocortison (Sigma-Aldrich, Seelze, 

Deutschland) versetzt. Alle Zellen wurden im Zellinkubator (Heraeus BB 16; Thermo 

Scientific, Waltham, MA, USA) bei 37°C, 5%-iger CO2-Atmosphäre und 95%-iger 

relativer Luftfeuchtigkeit in 25 cm2- bzw. 75 cm2-Zellkulturflaschen (T25 bzw. T75; 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) kultiviert. Bei einer Generationszeit von 24 bis 48 h 

wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 80 bis 100% passagiert. Hierzu wurde das 

Medium abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS (Phosphate Buffered Saline, pH 7,4; 

Invitrogen) gewaschen. Danach folgte der Verdau mit 0,25% Trypsin-EDTA (Invitrogen) 

im Zellinkubator für 2 bis 5 min. Zum Abstoppen der Trypsinierung wurden die Zellen 

anschließend mit serumhaltigem Medium resuspendiert und schließlich in der 
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gewünschten Dichte ausgesät und mit Medium wieder aufgefüllt. Um die Zellzahl und die 

daraus folgende Zellteilungsrate zu bestimmen, wurden die Neubauer-Zählkammer (Brand, 

Wertheim, Deutschland) und ein Mikroskop (DM IL; Leica, Wetzlar, Deutschland) 

benutzt. Für die Langzeitlagerung im flüssigen Stickstoff wurden 1 bis 3 x 106 Zellen in 

1 ml Gefriermedium (80% DMEM, 10% fetales Rinderserum, 10% Dimethylsulfoxid; 

Sigma-Aldrich) aufgenommen und zunächst für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Danach wurden die Zellen in einem Freezing container (Nalgene, Rochester, NY, USA) 

für 24 h bei -80°C gelagert, bevor sie für die Langzeitlagerung in flüssigen Stickstoff 

überführt wurden. Zum Auftauen wurden die Zellen in einem 37°C Wasserbad 

(GFL - Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel, Deutschland) aufgetaut und direkt 

in eine Zellkulturflasche gegeben und mit Medium resuspendiert. Das Abzentrifugieren der 

Zellen erfolgte jeweils bei 500 x g und 4°C für 3 min (Eppendorf Centrifuge 5810 R; 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Alle Zellkulturarbeiten erfolgten an einer sterilen 

Werkbank (Heraeus HS 12; Thermo Scientific). Gentechnische Arbeiten mit der 

Sicherheitsstufe 2 wurden in der Anlage E34-11/91 durchgeführt und zuvor von der 

zuständigen Behörde genehmigt (Genehmigungsnummer IB24-210/07). 

3.1.3 Durchflusszytometrie 

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS - Fluorescence activated cell sorting) ist es 

möglich, einzelne Zellen in einem Flüssigkeitsstrom zu zählen und anhand ihrer 

physikalischen und molekularen Eigenschaften zu untersuchen. In dieser Arbeit wurde eine 

fluoreszenzaktivierte Zellanalyse mit dem Durchflusszytometer FACSCanto 

(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) durchgeführt, um das fluoreszierende 

intrazelluläre Protein EGFP (Enhanced green fluorescent protein) bzw. mit 

Propidiumjodid gefärbte DNA nachzuweisen. Die Farbstoffe werden mittels eines 
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monochromatischen Laserstrahls angeregt und emittieren Licht einer bestimmten 

Wellenlänge, was durch einen Detektor registriert wird. Zusätzlich werden durch die 

Lichtbeugung und -streuung Informationen über die Größe und Struktur der Zellen 

gewonnen, so dass tote Zellen und Dubletten für die Analyse herausgenommen werden 

können. Die Auswertung erfolgte mit der Software FACSDiva5 (BD Biosciences). 

3.1.4 Retrovirale Transduktion mit SF11αEGFPrev 

Für die induzierte Insertionsmutagenese wurde in dieser Arbeit SF11αEGFPrev als 

replikationsinkompetenter γ-retroviraler Vektor eingesetzt. Das retrovirale 

Expressionsplasmid pSF11αEGFPrev enthält als Basisplasmid pUC19 (Abbildung 7). Die 

Leader-Region stammt von pSF11 (NCBI AJ132035) und die zwei flankierenden 

DNA-Wiederholungseinheiten (LTR) wurden von den murinen Retroviren MPSV 

(Myeloproliferative sarcoma virus) und SFFVp (Spleen focus-forming virus plasmid) 

abgeleitet. Zusätzlich ist EGFP als Selektionsmarker enthalten. 

 
Abbildung 7: Aufbau von pSF11αEGFPrev. Das retrovirale Expressionsplasmid 
pSF11αEGFPrev enthält als Basisplasmid pUC19. Die Leader-Region stammt von pSF11 (NCBI 
AJ132035) und die LTR wurden von den murinen Retroviren MPSV und SFFVp abgeleitet. 
Zusätzlich ist EGFP als Selektionsmarker enthalten. 

Herstellung von SF11αEGFPrev. Die retroviralen Vektoren SF11αEGFPrev wurden mit 

Hilfe der murinen Verpackungszelllinie PG13 generiert. Dazu wurde das 

Expressionsplasmid pSF11αEGFPrev und die Plasmide, welche die Gene gag, pol und 

U5 RU3 R U3 U5EGFPrev
ψ

5‘ LTR 3‘ LTR

pUC19

U5 RU3 R U3 U5EGFPrev
ψ

5‘ LTR 3‘ LTR

pUC19
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env enthalten, stabil transfiziert (freundlicherweise von Prof. Dr. B. Fehse durchgeführt 

und zur Verfügung gestellt, Interdisziplinäre Klinik und Poliklinik für 

Stammzelltransplantation, Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf, Hamburg). Die 

transfizierten PG13 Zellen verpacken das virale genomische Transkript in retrovirale 

Partikel. Die dafür erforderlichen Proteine gag, pol und env werden ebenfalls von PG13 

zur Verfügung gestellt. Die fertigen Partikel sind aufgrund der fehlenden gag-, pol- und 

env-Gene replikationsinkompetent und können zur retroviralen Transduktion der Zielzellen 

verwendet werden. Zur Produktion von SF11αEGFPrev wurden PG13 Zellen in T75 

ausgesät. Die Virusernte erfolgte bei einer Konfluenz von 80 bis 90%, wobei das Medium 

zunächst gewechselt wurde. Nach 8 h wurden die mit retroviralen Partikeln durchsetzten 

Überstände abgenommen, durch einen 0,45 µm-Filter (Filtropur S; Sarstedt) gegeben und 

schließlich bei -80°C gelagert. 

Ermittlung des Virustiters.  Um den Virustiter zu ermitteln, wurden 2 x 105 TE671 Zellen 

in 12-Well-Platten (Sarstedt) ausgesät. Nach 24 h wurde das Medium durch 1 ml Medium 

mit Zusatz von Polybrenen (Hexadimethrinbromid, 8 µg/ml; Sigma-Aldrich) ausgetauscht. 

Dieses Polykation neutralisiert die Ladungen der Zelloberfläche und der retroviralen 

Vektoren und verbessert somit die Bindung der Viren an die Zelloberfläche. Dann wurden 

20, 50 bzw. 100 µl Virusüberstand und erneut 1 ml Medium mit 8 µg/ml Polybrenen 

hinzugefügt. Nach Zentrifugation der Zellen bei 1000 x g für 1 h bei 20°C und 24 h 

Inkubation im Zellinkubator erfolgte ein Mediumwechsel. Nach weiteren 24 h wurden die 

Zellen geerntet. Die Anzahl der erfolgreich transduzierten und damit EGFP-positiven 

Zellen wurde anschließend prozentual mit Hilfe der FACS-Analyse bestimmt. Zur 

Titerbestimmung wurden nur FACS-Ergebnisse einbezogen, bei denen maximal 30% 

EGFP-positive Zellen vorhanden waren, da höhere Transduktionsraten zu mehreren 
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Insertionen pro Zelle und somit zu unterbestimmten Virustitern führen.107 Folgende Formel 

wurde für die Titerberechnung verwendet: 

 

 
 
Um die Virusanzahl in 1 ml zu bestimmen, wird zunächst die Gesamtzellzahl der 

erfolgreich transduzierten Zellen (EGFP-positiv) ermittelt ((Eingesetzte Zellzahl * Anteil 

EGFP-positiver Zellen in %) / 100). Jede EGFP-positive Zelle enthält eine 

Virusintegration, so dass damit die Virusanzahl in dem eingesetzten Volumen des 

Virusüberstands bestimmt ist. Nun kann die Anzahl der Viren pro ml errechnet werden 

(1000 / Volumen des Virusüberstands in µl). Da γ-Retroviren nur bei der Zellteilung 

integrieren können und so nur eine Tochterzelle betroffen ist, muss abschließend mit dem 

Faktor 2 multipliziert werden.  

Retrovirale Transduktion von FH-hTERT. Zur retroviralen Transduktion von 

FH-hTERT wurden zunächst 6-Well-Platten (Sarstedt) mit jeweils 2 ml Virusüberstand 

beladen und bei 1000 x g und 4°C für 30 min zentrifugiert. Der Überstand enthielt 

zusätzlich 8 µg/ml Polybrene. Nach Verwerfen des Überstands wurden 0,5 x 106 

FH-hTERT Zellen (in 0,5 ml Medium) pro Well ausgesät und mit neuem Virusüberstand 

beschichtet (2 ml Virusüberstand + 8 µg/ml Polybrene). Nach 24 h Inkubation wurde die 

Virusbeladung wiederholt (2 ml Virusüberstand + 8 µg/ml Polybrene) mit einem 

Mediumwechsel nach weiteren 24 h. Nach insgesamt 72 h wurden die Zellen aus einem 

Well geerntet und die Transduktionseffizienz mit Hilfe der FACS-Analyse ermittelt. Die 

Zellen aus den restlichen Wells wurden zusammengefasst und für die weiteren Analysen 

ml

x Viren
=

Eingesetzte Zellzahl * Anteil EGFP-positiver Zellen (%)

100
*

1000

Volumen des Virusüberstands * 2
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verwendet. Der Virustiter wurde so eingestellt, dass sich durch die gesamte Transduktion 

eine Multiplicity of infection (MOI - Anzahl der Viruspartikel pro Zelle) von 20 ergab. 

3.1.5 Isolation von Einzelzellklonen 

Um Einzelzellklone mit relevantem Phänotyp (gesteigerte Proliferation) zu isolieren, 

wurden EGFP-positive und EGFP-negative, nicht-transduzierte Zellen zu etwa gleichen 

Teilen gemischt und bei einer Passage von 1:6 bei Konfluenz kultiviert. Mittels 

FACS-Analyse wurde die Mischkultur etwa 80 Tage lang überwacht und der Anteil an 

EGFP-positiven Zellen ermittelt. Nach Detektion einer oligoklonalen Dominanz (Zunahme 

der EGFP-positiven Zellen und Reduktion des CV-Wertes), wurden je 100 Zellen in 

60 mm-Zellkulturschalen (Sarstedt) ausgesät. Nach 2 bis 3 Wochen wurden EGFP-positive 

Kolonien, entstanden aus Einzelzellen, mit Klonierungsringen (Sigma-Aldrich) 

aufgenommen und für die weitere Charakterisierung expandiert. 

3.1.6 Zellproliferation und Serumabhängigkeit (CellTiter 96) 

Serumabhängigkeit und Proliferation wurden mit Hilfe des CellTiters 96 AQueous One 

Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, WI, USA) bestimmt. Hierbei wird 

colorimetrisch die Anzahl der lebenden Zellen ermittelt. Dazu wurden in 96-Well-Platten 

(0,3 cm2/Well; Sarstedt) 2500 Zellen in 100 µl Medium pro Well ausgesät. Zur 

Bestimmung der Serumabhängigkeit wurde 24 h nach Aussaat das Medium gewechselt 

und nach einmaligem Waschen mit PBS mit 0 bzw. 2% serumhaltigem Medium ersetzt. 

Für jeden Zeitpunkt wurden 8 Wells mit 20 µl CellTiter 96-Lösung versetzt und für 1 h im 

Zellinkubator inkubiert. Die Absorption wurde anschließend mittels Photometer (Ultra 

Microplate Reader EL 808; Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA) bei 490 nm 
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gemessen und damit ein Maß für die Zellzahl bestimmt. Die optische Dichte wurde bis 

zum Tag 10 ermittelt. 

3.1.7 Zellzyklusanalyse 

FH-hTERT zeigen, im Gegensatz zu verschiedenen Tumorzelllinien, ein reines 

Monolayerwachstum. Bei Erreichen einer Konfluenz von 100%, kommt es bei den 

immortalisierten Hepatozyten, wie für nicht-transformierte Zellen üblich, zur 

Kontaktinhibition und damit zum Zellzyklusarrest. Um die Kontaktinhibition der 

abgeleiteten Klone zu untersuchen, wurden Zellzyklusanalysen durchgeführt. Dazu wurde 

die DNA der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (PI; Sigma-Aldrich) 

markiert und der DNA-Gehalt mit Hilfe der FACS-Analyse ermittelt. Durch die 

Bestimmung des DNA-Gehalts können die Zellen den verschiedenen Phasen des 

Zellzyklus zugeordnet und die Anzahl der Zellen in den einzelnen Phasen bestimmt 

werden. Während die Zellen in der G1-Phase einen einfachen DNA-Gehalt (diploid, n=2) 

besitzen, verdoppelt sich dieser in der S-Phase und liegt schließlich vor der Teilung in der 

G2 bzw. M-Phase tetraploid (n=4) vor. 

Es wurden von 40 bis 60% bzw. 100% konfluenten Kulturen jeweils 1 x 106 Zellen 

geerntet und durch ein 70 µm-Zellsieb gegeben, um Zellklumpen abzutrennen. Nach 

Abzentrifugieren wurde das Zellpellet einmal mit eiskaltem PBS gewaschen, erneut 

zentrifugiert und behutsam in 0,5 ml eiskaltem PBS resuspendiert. Danach wurden 5 ml 

70% EtOH (-20°C) tröpfchenweise unter Schwenken auf die Zellen gegeben und diese für 

2 h auf Eis inkubiert. Mit 5 ml kaltem PBS wurden die Zellen dann rehydriert und 

anschließend abzentrifugiert. Nachdem der Überstand entfernt wurde, wurden die Zellen 

erneut mit PBS gewaschen und abzentrifugiert. Das Pellet wurde schließlich mit 0,5 ml 
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Färbelösung (50 µg/ml PI und 500 U/ml RNase A in PBS) resuspendiert und bei 37°C im 

Dunkeln für 30 min inkubiert. Danach erfolgte direkt die FACS-Analyse. Alle 

Zentrifugationsschritte erfolgten bei 500 x g und 4°C für 5 min. Mit der Analysesoftware 

ModFit (Verity Software House) wurden die DNA-Histogramme ausgewertet und der 

prozentuale Anteil der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen bestimmt. 

3.1.8 Softagarassay 

Zur Überprüfung auf verankerungsunabhängiges Wachstum, ein etablierter in vitro Marker 

für Tumorzellwachstum, wurden Softagarassays durchgeführt.108 Dazu wurden jeweils 50, 

500 und 5000 Zellen in 0,33%-igem Agar verdünnt und auf eine 0,5%-ige Agarschicht in 

60 mm-Zellkulturschalen (Sarstedt) ausgesät. Nach 3 Wochen im Zellinkubator wurde das 

Koloniewachstum durch Auszählen unter dem Mikroskop quantifiziert. HuH7 und HepG2 

dienten als positive Kontrollen. 

3.1.9 Nacktmausassay 

Als in vivo Marker für eine maligne Transformation wurde der Nacktmausassay 

durchgeführt.109 Dazu wurden 4 bis 10 Wochen alte thymusaplastische Nacktmäuse 

(nu/nu) verwendet, die aufgrund eines eingeschränkten Immunsystems nicht in der Lage 

sind die transplantierten Zellen abzustoßen. Es wurden jeweils 2 x 106 Zellen in 100 µl 

DMEM mit 2% Serum und 100 µl ECM Gel (extrazelluläre Matrix vom murinen 

Engelbreth-Holm-Swarm Sarkom; Sigma-Aldrich) resuspendiert und subkutan in die 

rechte und linke Flanke injiziert. Als Positivkontrolle wurden HuH7 Zellen verwendet. Die 

Tiere wurden zweimal pro Woche kontrolliert und 1 Jahr lang auf Tumorwachstum 

untersucht. Zellen mit einem malignen Potenzial entwickelten Tumore, deren Größe 

mittels Messschieber bestimmt wurde. Bei Erreichen eines Tumorvolumens von 1 cm3 
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wurden die Tiere mittels Kohlendioxid getötet. Die Tiere wurden von der zentralen 

Versuchstierhaltung des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf bezogen und dort 

unter tiergerechten Aspekten und strenger Hygieneüberwachung gehalten. Alle 

Tierexperimente wurden von der zuständigen Behörde genehmigt und gemäß den 

geltenden tierschutzrechtlichen Bestimmungen durchgeführt (Genehmigungsnummer 

25/06). 

3.1.10 Dualer Luziferase-Reporterassay 

Das NF-κB-Reporterplasmid pB2LUC (NF-κB; Nuclear factor of kappa light polypeptide 

gene in B-cells 1) wurde freundlicherweise von PD Dr. G. Sass (Institut für Experimentelle 

Immunologie und Hepatologie, Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf, Hamburg) zur 

Verfügung gestellt. pB2LUC enthält 2 NF-κB-Bindestellen, die bei Bindung von NF-κB 

zur Expression der Firefly-Luziferase führen. Das zweite Reporterplasmid pRL-CMV mit 

CMV-getriebener Expression der Renilla-Luziferase (Promega) wurde als Kontrolle für die 

Transfektionseffizienz verwendet. Die Co-Transfektion erfolgte durch Lipofektion (JetPEI; 

Polyplus Transfection, Illkirch, Frankreich). JetPEI verpackt die DNA in positiv geladene 

Partikel, die dann mit anionischen Proteoglykanen der Zelloberfläche interagieren und 

durch Endozytose aufgenommen werden können. Dazu wurden 1 x 105 Zellen pro Well in 

24-Well-Platten ausgesät und nach 24 h mit 1 µg DNA (Verhältnis pB2LUC/pRL-CMV: 

20/1) nach Anweisungen des Herstellers transfiziert. Als Kontrollplasmid wurde das 

Plasmid M51 verwendet (Verhältnis M51/pRL-CMV: 20/1). 24 h nach Lipofektion wurden 

die Zellen geerntet und mit Hilfe des Dual-Luciferase Reporter Assay Systems (Promega) 

ausgewertet. Die NF-κB-Aktivität wurde schließlich anhand der Luziferaseaktivität 

ermittelt und mit der Transfektionseffizienz korrigiert (pB2LUC/pRL-CMV). 
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3.2 Molekularbiologische Methoden 

3.2.1 Konzentrationsbestimmung und Analyse von RNA und DNA 

Absorptionsmessung. Die Konzentrationen von RNA bzw. DNA wurden mittels 

Absorptionsmessungen bei 260 und 280 nm im Spektralphotometer (Eppendorf 

BioPhotometer; Eppendorf AG) in einer Verdünnung von 1:100 (2 µl Probe + 198 µl 

A. bidest.) bestimmt. Durch die BioPhotometer Software wurden die entsprechenden 

Konzentrationen ermittelt. Zusätzlich wurde der Absorptionskoeffizient 260/280 nm 

gemessen, der Aufschluss über die Reinheit von Nukleinsäuren gibt. Reine RNA weist 

einen Quotienten von 1,8 bis 2 auf.110 

Agarosegelelektrophorese. Die Agarosegelelektrophorese wurde in dieser Arbeit genutzt, 

um die Integrität der RNA zu untersuchen und um DNA-Fragmente analytisch oder 

präparativ zu trennen. Für die DNA-Analyse wurde ein 2%-iges Agarosegel verwendet. 

Dazu wurde 2 g Agarose (Sigma-Aldrich) in 100 ml 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris pH 8, 

1 mM EDTA, 20 mM Eisessig) durch Aufkochen gelöst. Nach Abkühlen auf etwa 60°C 

wurde 100 µg Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich) hinzugegeben und die Agaroselösung in 

eine Gießvorrichtung (12 x 14 cm; Thermo Scientific) gegossen. Nach Verfestigung des 

Gels, wurde dieses in ein Gelsystem (Owl B2 EasyCast Mini Gel System; Thermo 

Scientific) überführt, das mit 1 x TAE-Puffer gefüllt war. Neben einem DNA-Standard 

(TrackIt 25 bp DNA Ladder, Invitrogen; TrackIt 1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen und 

peqGOLD Leiter Mix Orange G, Peqlab, Erlangen, Deutschland) wurden die DNA-Proben 

mit einem 6 x Auftragspuffer (Peqlab) versetzt und aufgetragen. Die Trennung der 

RNA-Fragmente fand in einem 1%-igen Agarosegel statt. 1 g Agarose (Sigma-Aldrich) 

wurden hier mit 10 ml 10 x FA-Puffer (200 mM MOPS pH 7, 50 mM Natriumacetat, 



Material und Methoden 

 38 

10 mM EDTA) versetzt, mit RNase-freiem A. bidest. auf 100 ml aufgefüllt und durch 

Aufkochen gelöst. Nach Abkühlung auf etwa 60°C wurden 100 µg Ethidiumbromid und 

1,8 ml 37%-iges Formaldehyd zugegeben und die Lösung in die Gießvorrichtung 

(12 x 14 cm; Thermo Scientific) gegossen. Nach Erstarren des Gels wurde es für 

mindestens 30 min in 1 x FA-Puffer (100 ml 10 x FA-Puffer, 20 ml 37%-iges Formaldehyd 

auf 1000 ml A. bidest.) in dem Gelsystem (Thermo Scientific) äquilibriert. Die 

RNA-Proben wurden mit einem 2 x Auftragspuffer (0,05% (w/v) Bromphenolblau, 80 µl 

500 mM EDTA, 720 µl 37%-iges Formaldehyd, 2 ml 100%-iges Glycerin, 3084 µl 

Formamid, 4 ml 200 mM MOPS, 116 µl A. bidest.) versetzt, 5 min bei 65°C inkubiert und 

neben einen RNA-Standard (0,5-10 Kb RNA Ladder; Invitrogen) auf das Gel aufgetragen. 

Die Elektrophorese erfolgte bei konstant 140 V in 1 x FA-Puffer bei RNA und in 

1 x TAE-Puffer bei DNA. Anschließend wurden die Gele auf einem UV-Schirm 

(ChemiDocTM XRS+ Imaging Systems; Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland) analysiert. 

3.2.2 LM-PCR 

Die Integrationsstellen des Provirus in das Genom der Klone wurden mit Hilfe der 

Ligation-mediated polymerase chain reaction (LM-PCR) ermittelt (Abbildung 8).102 Da 

die LTR-Sequenz des integrierten retroviralen Vektors bekannt ist, kann ein 

vektorspezifischer Primer verwendet werden. Nach Bindung und Verlängerung des 

LTR-Primers entsteht ein DNA-Strang, der die Sequenz der unbekannten flankierenden 

genomischen DNA enthält. Durch Ligation eines Linkers an das 3’-Ende des 

synthetisierten DNA-Fragments, kann dieses nun amplifiziert werden. Das Produkt lässt 

sich anschließend direkt sequenzieren, so dass der Integrationsort des Vektors in das 
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Genom bestimmt werden kann. 

 

Abbildung 8: Ablauf der LM-PCR. Durch Restiktionshydrolyse der genomischen DNA 
entstehen verschieden große Fragmente mit kohäsiven Enden (Restriktionshydrolyse). Aufgrund 
der bekannten Sequenz des Vektors kann ein Primer genutzt werden, der an die 5’LTR-Region des 
Provirus bindet. Dieser kann dann in 3’-Richtung bis in die unbekannte genomische DNA 
verlängert werden (Primerverlängerung). Es entstehen doppelsträngige DNA-Fragmente mit einem 
glatten Ende. An dieses Ende wird in der nächsten Reaktion ein Linker angefügt (Ligation). Da die 
Sequenz des Linkers bekannt ist, kann nun das entstandene DNA-Fragment durch eine PCR 
amplifiziert werden. Die Primer binden dabei an die Linker- bzw. an die 5’-LTR-Sequenz (PCR). 
Die unbekannte genomische DNA-Sequenz, die den Integrationsort des Provirus identifiziert, wird 
durch die PCR amplifiziert und kann anschließend mit Hilfe einer Sequenzierung analysiert 
werden. 

Restriktionshydrolyse. Zunächst erfolgte eine Restriktionshydrolyse der genomischen 

DNA. Die Extraktion der DNA erfolgte mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) 

nach Angaben des Herstellers. Für den Verdau wurden so genannte 4-Cutter-Enzyme 

verwendet. Diese weisen eine Erkennungssequenz von 4 Basen auf und erzeugen somit 
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durchschnittlich DNA-Fragmente von etwa 256 bp. Die Enzyme wurden mit dem vom 

Hersteller angegebenen optimalen Puffer (New England Biolabs GmbH, 

Schwalbach/Taunus, Deutschland) angewendet. 

Die Ansätze enthielten 10 µl genomische DNA (~ 0,2 µg), 0,5 µl Restriktionsenzym 

Tsp509I (10 U/µl), 3 µl 10 x Restriktionspuffer, 0,5 µl RNase (Roche Applied Science, 

Penzberg, Deutschland) auf 30 µl A. bidest.. Die Inkubation fand zunächst für 15 min bei 

37°C statt, gefolgt von 2 h bei 65°C (T3 Thermocycler; Biometra GmbH, Göttingen, 

Deutschland). Durch den Verdau mit Tsp509I werden DNA-Fragmente mit kohäsiven 

Enden erzeugt. Um die DNA anschließend von Enzymen und Puffern zu reinigen, wurde 

eine Fällung durchgeführt. Dazu wurden die Restriktionsansätze mit 3 µl 0,3 M Na-Acetat 

pH 5, 75 µl 100%-igem Ethanol und 1 µl Glycogen (20 µg/µl; Roche Applied Science) 

vermischt und über Nacht bei -20°C gelagert. Nach 20-minütigem Zentrifugieren bei 4°C 

und 13000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415 R; Eppendorf AG) wurde der Überstand 

abgenommen und das DNA-Pellet mit 70 µl 70%-igem Ethanol gewaschen. Nach 

5-minütigem Zentrifugieren bei 13000 rpm und 4°C und Verwerfen des Überstandes, 

wurde das DNA-Pellet getrocknet und die DNA anschließend mit 10 µl A. bidest. 

resuspendiert. 

Primerverlängerung. Bei der Primerextension werden die DNA-Fragmente zunächst 

denaturiert. Dann folgt die Bindung eines spezifischen und mit Biotin konjugierten Primers 

an die 5’-LTR-Region und schließlich die Verlängerung des Primers in 3’-Richtung vom 

Provirus aus in das Zellgenom. Es entstehen DNA-Doppelstränge, die aus LTR- und 

provirusflankierenden Sequenzen und einem glatten Ende bestehen. Aufgrund der 

identischen Sequenz von 3’- und 5’-LTR-Region bindet der biotinylierte Primer ebenfalls 
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an der 3’-LTR-Region. Das verwendete Restriktionsenzym Tsp509I schneidet auch 

innerhalb der Provirussequenz von SF11αEGFPrev. So entsteht mit der Verlängerung des 

biotinylierten Primers an der 3’-LTR-Region ein Fragment, das nur die Sequenz des 

Provirus enthält. In diesem Fall ist das Fragment 162 bp groß und dient als interne 

Kontrolle. Der biotinylierte Primer (Tabelle 1) wurde mit einer Konzentration von 

0,25 pmol/µl verwendet. Die Ansätze wurden bei 95°C für 5 min, gefolgt von 30 min bei 

64°C und schließlich bei 72°C für 15 min wie folgt inkubiert: 10 µl DNA, 1 µl Pfu DNA 

Polymerase (2,5 U/µl; Stratagene, La Jolla, CA, USA), 2 µl 10 x Pfu Puffer (Stratagene), 

0,4 µl 10 mM dNTPs (Stratagene), 1 µl biotinylierter Primer auf 20 µl A. bidest.. 

Reinigung der DNA. Nach der Verlängerung des mit Biotin gekoppelten Primers erfolgte 

eine Reinigung der DNA mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) nach 

Herstellerangaben. Die von DNA-Polymerase, Salzen und Puffer befreite DNA wurde 

dann in 40 µl A. bidest. resuspendiert und in die Biotin-Streptavidin-Reaktion eingesetzt. 

Biotin-Streptavidin-Reaktion. Durch die Biotinylierung der doppelsträngigen DNA kann 

diese nun an magnetisierte und mit Streptavidin gekoppelte Partikel gebunden und somit 

von anderen DNA-Fragmenten, die keine Vektorsequenz enthalten, abgetrennt werden. Pro 

Ansatz wurden 20 µl Magnetpartikel (Dynabeads M-280 Streptavidin; 10 mg/ml; Dynal, 

Hamburg, Deutschland) verwendet. Die Beads wurden zunächst zweimal mit einem 

magnetischen Reaktionsgefäßhalter (MagnaRack; Invitrogen) mit 100 µl 2 x BW Puffer 

(10 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA, 2 M NaCl) gewaschen. Die gewaschenen 

Magnetpartikel wurden anschließend in 40 µl 2 x BW Puffer resuspendiert. Danach 

wurden jeweils 40 µl DNA mit 40 µl gewaschenen Beads vermischt und für etwa 3 h bei 

Raumtemperatur rotierend inkubiert (Rotator; Fröbel Labortechnik, Lindau, Deutschland), 
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um die Magnetpartikel und die biotinylierten DNA-Fragmente zu binden. Durch 2-maliges 

Waschen mit dem magnetischen Reaktionsgefäßhalter mit jeweils 100 µl A. bidest. wurde 

schließlich nicht-biotinylierte von biotinylierter DNA getrennt. Das DNA-Bead-Konjugat 

wurde anschließend in 5 µl A. bidest. resuspendiert. 

Ligation der Linker.  Für die Ligation wurde ein doppelstängiger Polylinker verwendet. 

Um diesen herzustellen, wurden 20 µl Polylinker Forward (200 pmol/µl) und 20 µl 

Polylinker Reverse (200 pmol/µl) (Tabelle 1) mit 40 µl A. bidest. vermischt und für 5 min 

bei 70°C in einem Wasserbad (GFL-Gesellschaft für Labortechnik mbH) inkubiert. 

Danach wurde der Ansatz mit 20 µl 5 x Annealing Puffer (0,5 M Tris-HCl pH 7,4-7,5, 

0,35 M MgCl2) versetzt und für weitere 5 min bei 70°C im Wasserbad inkubiert. 

Anschließend wurde das Wasserbad ausgeschaltet, der Ansatz über Nacht im Wasserbad 

gelassen und schließlich bei -20°C gelagert. Bei Hybridisierung der beiden Sequenzen 

entsteht ein Doppelstrang mit einem glatten und einem kohäsiven Ende. Dadurch wird 

sichergestellt, dass es nur zur Ligation der glatten Enden kommt. Eine falsche Orientierung 

wird so verhindert. Die Ligation erfolgte in einem Volumen von 10 µl. Die Ansätze 

enthielten 5 µl DNA-Bead-Konjugat, 0,2 µl T4 DNA Ligase (400 U/µl), 1 µl 

entsprechender T4-Ligasepuffer, 1 µl Polylinker und 2,8 µl A. bidest.. Die Ansätze wurden 

über Nacht bei 16°C inkubiert, zweimal mit 100 µl A. bidest. mit dem magnetischen 

Reaktionsgefäßhalter gewaschen und schließlich in 10 µl A. bidest. resuspendiert. Als 

Produkt der Ligation entstehen doppelsträngige DNA-Fragmente verschiedener Länge, 

deren terminale Regionen identisch sind. So besteht der eine Terminus aus der Sequenz des 

Linkers, während der andere der Basenabfolge des biotinylierten Primers entspricht. In 

einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR - Polymerase chain reaction) ist es nun möglich 
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die DNA-Fragmente spezifisch zu amplifizieren.111  

PCR. Die Amplifikation der DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe einer zweistufigen PCR 

(Nested-PCR). Dabei werden in einer ersten PCR-Reaktion die DNA-Fragmente zunächst 

amplifiziert, die dann in einer zweiten PCR als Matrize dienen. Die Nested-PCR bietet 

hohe Sensitivität und hohe Spezifität. So können gewünschte Sequenzen, die relativ zur 

Gesamt-DNA nur in geringer Menge in der Probe vorhanden sind, amplifiziert werden. Die 

Nested-PCR generiert dabei ausreichend DNA-Mengen, die für weitere Prozeduren, wie 

etwa für die Sequenzierung, genutzt werden können. Außerdem kann es bei der einstufigen 

PCR, aufgrund von unspezifischer Bindung der Primer, zu unerwünschten Produkten 

kommen. Bei der Nested-PCR wird dies reduziert, da in der zweiten PCR ein anderes 

Primerpaar als in der ersten PCR verwendet wird. 

Zur Amplifikation der DNA-Fragmente in der ersten PCR wurde ein Mastermix (Extensor 

Hi-Fidelity PCR Mastermix; ABgene, Hamburg, Deutschland) verwendet. Der Mix enthält 

ein Gemisch aus Polymerasen mit Proofreading-Funktion, Reaktionspuffer, dNTPs, MgCl2 

und Auftragspuffer für die Gelelektrophorese. Die Primer wurden so gewählt, dass diese in 

der Region des Linkers bzw. der LTR-Sequenz binden (Tabelle 1). Die 25 µl Ansätze 

enthielten 1 µl DNA-Bead-Konjugate, 12,5 µl Mastermix, 1 µl 1st Linkerprimer 

(25 pmol/µl), 1 µl 1st Vektorprimer (25 pmol/µl) auf 25 µl A. bidest.. Die PCR wurde unter 

folgenden Bedingungen durchgeführt: Der initiale Denaturierungschritt erfolgte für 2 min 

bei 94°C, woran sich 30 Zyklen aus Denaturierung bei 94°C für 15 s, Annealing bei 60°C 

für 30 s und Polymerisation bei 68°C für 2 min anschlossen. Mit einem 10-minütigen 

Polymerisationsschritt bei 68°C wurde die Reaktion beendet. Das PCR-Produkt aus der 

ersten PCR wurde nun als Matrize unter gleichen Bedingungen in die zweite PCR 
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eingesetzt. Dabei wurde das Produkt 1:300 verdünnt und als Primer wurden je 25 pmol/µl 

Nested-Linkerprimer und Nested-Vektorprimer (Tabelle 1) verwendet, die weiter innen 

liegen, so dass das Amplifikat der zweiten PCR eine kürzere Basenpaarlänge als das 

Produkt aus der ersten PCR aufweist. Die PCR-Reaktionen wurden in einem Thermocycler 

(T3 Thermocycler; Biometra GmbH) durchgeführt. 

Agarosegelektrophorese. Um die entstandenen PCR-Produkte präparativ in der 

Agarosegelelektrophorese zu trennen, wurde die gesamte Probe aus der Nested-PCR auf 

ein 2%-iges Agarosegel geladen. Neben dem Standard (TrackIt 1 Kb Plus DNA Ladder; 

Invitrogen) wurden die Proben direkt aufgetragen, da der Mastermix bereits Auftragspuffer 

enthielt. Der Gellauf wurde, wie in 3.2.1 beschrieben, durchgeführt. Das Ausschneiden der 

dominanten DNA-Banden erfolgte schließlich auf dem UV-Schirm mit einem Skalpell und 

die Extraktion der DNA aus dem Gel gemäß den Herstellerangaben mit dem QIAquick Gel 

Extraction Kit (Qiagen). 

Sequenzanalyse. Um die einzelnen DNA-Fragmente zu sequenzieren und so die 

unbekannten genomischen Sequenzen, in die das Provirus integriert hat, zu identifizieren, 

wurden die Proben bei der DNA-Extraktion in jeweils 50 µl A. bidest. eluiert und 

anschließend mit einem Thermoblock (Eppendorf Thermomixer Comfort; Eppendorf AG) 

bei 55°C und geöffnetem Deckel auf etwa 12 µl eingedampft. Die Sequenzierung wurde 

von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) durchgeführt, wobei der 

LTR-spezifische Sequenzierprimer RASEQ (12 µl Probe + 3 µl 10 pmol/µl RASEQ) 

(Tabelle 1) verwendet wurde. Mit Hilfe von verschiedenen Datenbanken 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ und http://www.ensembl.org/index.html) konnten die 

erhaltenen Sequenzen mit dem humanen Genom (NCBI 37,1 human genome build, 
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Oktober 2009; Ensemble GRCh37, Februar 2009) verglichen und die Integrationsstellen so 

identifiziert werden. Die LM-PCR wurde für jeden Klon zweimal durchgeführt, um das 

Bandenmuster zu reproduzieren. Nur reproduzierbare DNA-Banden wurden aus dem Gel 

extrahiert und sequenziert. 

Tabelle 1: Primer der LM-PCR. In Tabelle 1 sind die in der LM-PCR verwendeten Primer 
dargestellt. Die Sequenzen wurden in Anlehnung an Paruzynski et al. ausgesucht und von der 
Firma Eurofins MWG Operon synthetisiert.112 

Name Basensequenz (5' - 3') 

Biotinylierter Primer Biotin-CTG GGG ACC ATC TGT TCT TGG CCT C 

Polylinker Forward GAC CCG GGA GAT CTG AAT TCA GTG GCA CAG CAG TTA GG* 

Polylinker Reverse CCT AAC TGC TGT GCC ACT GAA TTC AGA TCT CCC G* 

1st Linkerprimer GCC CTT GAT CTG AAC TTC TC 

1st Vektorprimer GAC CCG GGA GAT CTG AAT TC 

Nested-Linkerprimer CCA TGC CTT GCA AAA TGG C 

Nested-Vektorprimer AGT GGC ACA GCA GTT AGG 

RASEQ CTT GCA AAA TGG CGT TAC 

* Bei Aneinanderlagerung der beiden Polylinkersequenzen entsteht ein Doppelstrang mit einem 
glatten und einem kohäsiven Ende (Überhang ist unterstrichen). 

3.2.3 Platinum-PCR 

Mit Hilfe der LM-PCR wurden für Klon 4, aufgrund einer sehr kurzen Sequenz, zwei 

mögliche Insertionsstellen identifiziert. Um die richtige Integrationsstelle in das Genom 

herauszufinden, wurde jeweils 1 neuer Antisense-Primer (Tabelle 2), der in Richtung 

3’-Ende der identifizierten Sequenz lag, synthetisiert. Die Primer wurden so gewählt, dass 

die eventuellen PCR-Produkte eine Länge von 306 bzw. 207 bp aufwiesen. Als 

Sense-Primer wurde für beide Ansätze der bereits für die Sequenzierung verwendete 

RASEQ Primer (siehe Tabelle 1) genutzt, der in der LTR-Region des Provirus bindet. Für 

die PCR wurde der Platinum PCR SuperMix (Invitrogen) verwendet, der neben einer 
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Taq DNA-Polymerase, Mg2+, dNTPs und Reaktionspuffer enthält. Die 25 µl Ansätze 

enthielten 1 µl DNA (80-100 ng/µl), 22,5 µl Mastermix (1,1 x), 0,75 µl RASEQ 

(6,67 pmol/µl), 0,75 µl Antisense-K4-1 bzw. Antisense-K4-2 (6,67 pmol/µl). Die PCR 

wurde unter folgenden Bedingungen durchgeführt: Der initiale Denaturierungschritt 

erfolgte für 2 min bei 94°C, gefolgt von 35 Zyklen aus Denaturierung bei 94°C für 30 s, 

Annealing bei 46°C für 30 s und Polymerisation bei 72°C für 1 min. Die Auswertung 

erfolgte in einem 2%-igen Agarosegel. 

Tabelle 2: Primer der Platinum-PCR. Neben der Sequenz der Primer sind die Größen der 
erwarteten PCR-Produkte angegeben. Die Primer wurden von der Firma Eurofins MWG Operon 
synthetisiert. Als Sense-Primer wurde der bereits für die Sequenzierung verwendete RASEQ 
Primer (siehe Tabelle 1) genutzt. 

Name  Basensequenz (5' - 3') PCR-Produkt 

Antisense-K4-1 ATG CTT CGG TCA CAA ATG 306 bp 

Antisense-K4-2 GAG GAT AAT TCC AAG AGC 207 bp 

 

3.2.4 EGFP-Kopienzahlanalyse 

Um die tatsächliche Anzahl der Virusinsertionen zu bestimmen, wurde eine 

EGFP-Kopienzahlanalyse durchgeführt. Die quantitative Messung der EGFP-Kopien fand 

im Light Cycler System (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) statt. Dazu wurde 

zunächst die DNA der einzelnen Klone mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) nach 

Anleitung des Herstellers isoliert. Als Standard für den EGFP-Lauf wurde der Vektor 

LeGO-G2 verwendet, der als Insert eine Kopie das EGFP-Gens enthält.113 Dieser Vektor 

besitzt 7137 bp mit einem Gewicht von 7,89 x 10-6 pg (1,1 x 10-21 g = 1 bp), was 6,34 x 106 

EGFP-Kopien pro 50 pg Vektor entspricht. Die Standardreihe, bei der 1:10-Verdünnungen 

des Vektors eingesetzt wurden, wurde vorher erstellt und für weitere Läufe importiert. Zur 

Kontrolle wurden bei jedem Lauf zwei Standards mitgeführt. Die Reaktionen mit einem 
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Gesamtvolumen von 20 µl enthielten neben 2 µl Mastermix (LightCycler FastStart DNA 

Master SYBR Green I; Roche Diagnostics), 1 µl genomische DNA der Klone (25 ng), 1 µl 

Primer-Mix (Endkonzentration 0,5 µM) (Tabelle 3), 1,6 µl MgCl2 (Endkonzentration 

3 mM) und 14,4 µl A. bidest.. Das Programm des EGFP-Laufs war wie folgt: 95°C für 

10 min, 45 Zyklen aus Denaturierung bei 95°C für 10 min, Annealing bei 62°C für 7 min 

und Elongation bei 72°C für 5 min, schließlich das Abkühlen für 30 min bei 40°C. Mit 

Hilfe der Standardkurve konnte dann die EGFP-Kopienzahl in der eingesetzten 

genomischen DNA bestimmt werden. Anschließend wurde im Light Cycler System die der 

eingesetzten DNA entsprechende Zellzahl ermittelt, um dann die Anzahl der EGFP-Kopien 

pro Zelle zu bestimmen. Dazu wurde genomisches ß-Globin in den Proben amplifiziert. 

Die Ansätze enthielten jeweils 20 µl mit 200 ng genomische DNA, 2 µl Mastermix 

(LightCycler FastStart DNA Master HybProbe; Roche Diagnostics), 1 µl Primer-Mix 

(Endkonzentration 0,5 µM) (Tabelle 3), 2,4 µl MgCl2 (Endkonzentration 4 mM), jeweils 

2 µl Hybridisierungssonden LC (Endkonzentration 0,4 µM) und FL (Endkonzentration 

0,2 µM) (Tabelle 3) und A. bidest.. Der interne Standard für den ß-Globin-Lauf war 

Human Genomic DNA Template for Control Reaction aus dem β-Globin Kit (Roche 

Diagnostics). 60 ng Kontroll-DNA entsprechen 1 x 104 Zellen. Zur Erstellung einer 

Standardreihe wurden 1:10-Verdünnungen des Standards eingesetzt. Wie zuvor wurde die 

Standardreihe vorher erstellt und in den Lauf importiert. Als Kontrolle wurden zwei 

Standards bei jedem Lauf mitgeführt. Das Programm des ß-Globin-Laufs bestand aus: 

95°C für 10 min, 45 Zyklen aus Denaturierung bei 95°C für 10 min, Annealing bei 55°C 

für 10 min und Elongation bei 72°C für 5 min und schließlich das Abkühlen für 30 min bei 

40°C. Die der eingesetzten DNA entsprechende Zellzahl wurde mit Hilfe der Standardreihe 

ermittelt. Mit der Gesamt-EGFP-Kopienzahl und der Gesamtzellzahl wurde abschließend 



Material und Methoden 

 48 

die EGFP-Kopienzahl pro Zelle berechnet. 

Tabelle 3: Primer bzw. Hybridisierungssonden der EGFP-Kopienzahlanalyse. Tabelle 3 
enthält die Sequenzen der Primer bzw. Hybridisierungssonden, die in der Kopienzahlanalyse 
verwendet wurden. Die Primer wurden von der Firma Eurofins MWG Operon synthetisiert. Die 
Hybridisierungssonden, markiert mit einem Fluoreszenzfarbstoff, stammen aus dem LightCycler 
FastStart DNA Master HybProbe Kit (Roche Diagnostics). 

Name  Basensequenz (5' - 3') 

GFP Forward TGC AGT GCT TCA GCC GCT A 

GFP Reverse GGT GCG CTC CTG GAC GTA G 

β-Globin Forward ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC 

β-Globin Reverse CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC 

FL CAA ACA GAC ACC ATG GTG CAC CTG ACT CCT GAG GA -FL 

LC LC-AAG TCT GCC GTT ACT GCC CTG TGG GGC AA -p* 

* Die LC-Sonde ist am 3’-Ende phosphoryliert, damit es zu keiner Verlängerung durch die 
Polymerase kommt. 

3.2.5 RNA-Isolierung und Reverse Transkription 

Die Extraktion der RNA erfolgte mit dem NucleoSpin RNA II Kit (Macherey-Nagel, 

Düren, Deutschland). Ein zusätzlicher DNase-Verdau zur Eliminierung genomischer DNA 

erfolgte im Verlauf der Isolierung nach Angaben des Herstellers. Nach Bestimmung der 

Konzentration im Spektralphotometer und Überprüfung der Integrität mittels 

Gelelektrophorese, erfolgte die reverse Transkription. Diese wurde mit dem Transcriptor 

First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) nach 

Herstellerangaben durchgeführt. Dazu wurde 1 µg totale RNA pro Ansatz eingesetzt und 

der Thermocycler von Applied Biosystems (GeneAmp PCR System 9700, Foster City, CA, 

USA) verwendet. Die cDNA-Endkonzentration betrug anschließend 50 ng/µl pro Ansatz. 
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3.2.6 qRT-PCR 

In den abgeleiteten Klonen wurden verschiedene Gene auf eine Änderung in der 

Expression untersucht. HuH7 wurde dabei als zusätzliche Kontrolle verwendet. Ein 

Vergleich der Expression in den untersuchten Klonen mit dieser Tumorzelllinie war jedoch 

kein Kriterium für eine relevante Expressionsänderung, da das HCC ein sehr heterogener 

Tumor ist und HuH7 nur ein Teil der möglichen Veränderungen der Hepatokarzinogenese 

repräsentiert. Um die Veränderungen in der Expression zu detektieren, wurde eine 

quantitative Real time-PCR (qRT-PCR) durchgeführt. Dazu wurden QuantiTect Primer 

Assays (Qiagen), die bereits validierte Primersets für spezifische Gene enthalten, in 

Kombination mit dem QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen) verwendet. Das 

Ansatzvolumen betrug jeweils 10 µl: 5 µl 2 x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 

1 µl 10 x QuantiTect Primer Assay, 1 µl cDNA (50 ng/µl) und 3 µl A.bidest.. Die PCR 

wurde in 384-Well-Platten (Sarstedt) mit dem ABI Prism 7900H Thermocycler (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) durchgeführt, wobei die Polymeraseaktivierung für 

15 min bei 95°C stattfand. Danach folgten 40 Zyklen aus Denaturierung für 15 s bei 94°C, 

Annealing der Primer für 30 s bei 55°C und Elongation für 30 s bei 72°C. Anschließend 

wurde für jedes Amplikon die PCR-Effizienz (E) berechnet und dann die relative 

Expression der zu untersuchenden Gene mit dem effizienzkorrigiertem Model der relativen 

Quantifizierung ermittelt (E∆Ct[zu untersuchendes Gen]/E∆Ct[Basket Housekeeper]).114 Als interne 

Kontrolle wurden verschiedene Referenzgene als sogenannte Basket housekeeper 

zusammengefasst: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), ribosomales 

Protein L13a (RPL13A), β-2-Microglobulin (B2M), TATA-Bindungsprotein (TBP). 
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3.2.7 Überprüfung der Relevanz 

Die Genexpression der durch die LM-PCR detektierten Gene wurde zusätzlich in humanen 

HCC-Proben im Vergleich zu gesundem Lebergewebe mittels qRT-PCR ermittelt, um die 

Relevanz in der humanen Hepatokarzinogenese zu überprüfen. Dazu wurden in einer 

Pilotstudie humane HCC-Proben gesammelt (Σ 5 Proben). Die Ethikkommission 

genehmigte die Verwendung dieser Proben (Genehmigungsnummer PV3578). Die 

Extraktion und reverse Transkription der Gesamt-RNA erfolgte, wie in 3.2.5 beschrieben. 

Bei 2 HCC-Proben wurde RNA aus dem Randbereich und dem Zentrum des Tumors 

gewonnen. Außerdem wurde die RNA aus insgesamt 4 Proben gesundem Lebergewebe 

isoliert. Eine dieser Proben diente daraufhin als Kontrolle in der qRT-PCR, die, wie in 

3.2.6 beschrieben, durchgeführt wurde. 

3.3 Statistische Auswertung 

Alle Experimente wurden mindestens mit drei separaten Ansätzen durchgeführt und 

zweimal wiederholt. Die gezeigten Daten sind die Durchschnittswerte ± 

Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgte durch den Student-t-Test für 

unpaarige Stichproben. Ein Ergebnis wurde als signifikant gewertet, wenn der p-Wert 

unter 0,05 lag. 



Ergebnisse 

 51 

4 Ergebnisse 

Das HCC stellt weltweit das häufigste direkt mit einer chronischen Entzündung assoziierte 

Malignom dar. Im Rahmen der mehrstufigen Hepatokarzinogenese kommt es bei 

anhaltender Schädigung des Lebergewebes mit permanenter Regeneration und 

Proliferation von Hepatozyten im entzündlichen Milieu zu genetischen Veränderungen. 

Dabei wird die Aktivierung der Telomerase als ein früher Schritt im 

Transformationsprozess angesehen. Die Stabilisierung der Telomere stellt eine 

notwendige, jedoch nicht hinreichende Voraussetzung für die maligne Transformation 

humaner Hepatozyten dar. Zusätzliche genetische Alterationen sind nötig, um eine 

vollständige Transformation auszulösen. In diesem Projekt wurden 

Telomerase-immortalisierte humane fetale Hepatozyten als nicht-malignes 

Zellkulturmodell für proliferierende Hepatozyten eingesetzt. Um weitere für die 

Hepatokarzinogenese wichtige Signalwege und somit den Übergang von einer 

reparierenden in eine dysregulierte Regeneration zu identifizieren, wurden mittels 

retroviraler Insertionsmutagenese genetische Veränderungen induziert, die in den 

immortalisierten Zellen eine Transformation auslösen. Nach Isolation von Einzelzellklonen 

wurden mittels LM-PCR und qRT-PCR die Insertionen der einzelnen Klone identifiziert, 

funktionell charakterisiert und zu den phänotypischen Veränderungen in Beziehung 

gesetzt. 
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4.1 Retrovirale Transduktion mit SF11αEGFPrev 

Um mittels Insertionsmutagenese genetische Veränderungen in FH-hTERT auszulösen, 

wurde in dieser Arbeit SF11αEGFPrev als replikationsinkompetenter γ-retroviraler Vektor 

mit EGFP als Marker eingesetzt. Die immortalisierten Hepatozyten wurden in 2 Ansätzen 

jeweils mit einer MOI von 20 transduziert und die Transduktionseffizienz mittels 

FACS-Analyse ermittelt (Abbildung 9). 

 

 
Abbildung 9: Transduktion von FH-hTERT mit SF11αEGFPrev. FACS-Plot (EGFP gegen 
FSC). A Anteil (%) EGFP-positiver Zellen vor und nach Transduktion von FH-hTERT mit 
SF11αEGFPrev im ersten Ansatz. B Anteil EGFP-positiver Zellen vor und nach Transduktion im 
zweiten Ansatz. 

Nach Transduktion waren im ersten Ansatz 88,2% und im zweiten Ansatz 57,1% der 

Zellen EGFP-positiv (FH-hTERT EGFP). 
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4.2 Isolation von Einzelzellklonen 

4.2.1 Mischkulturen 

Nach Transduktion wurden je Ansatz 3 Mischkulturen (M1-M6) angesetzt, indem EGFP-

positive und EGFP-negative, nicht-transduzierte Zellen zu etwa gleichen Teilen gemischt 

und bei einer Passage von 1:6 bei Konfluenz kultiviert wurden. Mittels FACS-Analyse 

wurden die Mischkulturen etwa 80 Tage lang überwacht und der Anteil an EGFP-positiven 

Zellen ermittelt. Ziel war es, die Zellklone mit relevanter Änderung im Phänotyp 

(gesteigerte Proliferation) in den Kulturen anzureichern, um dann von diesen Kulturen 

Einzelzellklone abzuleiten (Abbildung 10 und 11). 

 

 
Abbildung 10: Mischkultur. Zunahme (%) der EGFP-positiven Zellen in den Mischkulturen M1 
bis 3. EGFP-Streuung (Count gegen EGFP) mit CV-Werten am Tag 0 bzw. 77 exemplarisch für 
Mischkultur M2. 
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Abbildung 11: Mischkultur. Zunahme (%) der EGFP-positiven Zellen in den Mischkulturen M4 
bis 6. EGFP-Streuung (Count gegen EGFP) mit CV-Werten am Tag 0 bzw. 83 exemplarisch für 
Mischkultur M4. 

Nach 77 Tagen war in den Mischkulturen (M1-3) aus dem ersten Ansatz ein Anstieg der 

EGFP-positiven Zellfraktion von 46,4% ± 0,1% auf 89% ± 5,1% (M2: 46,5% auf 92,7%) 

zu beobachten. In den Mischkulturen (M4-6) des zweiten Ansatzes war nach 83 Tagen ein 

Anstieg von 40,3% ± 0,4% auf 89% ± 8% (M4: 50,5% auf 95,4%) zu verzeichnen. 

Außerdem zeigte sich eine signifikante Reduktion in der EGFP-Streuung (Reduktion des 

CV-Wertes), was auf eine oligoklonale Dominanz EGFP-positiver Zellen mit 

Hyperproliferation hinweist. So reduzierte sich im ersten Ansatz der CV-Wert von 96,6 auf 

72,5 (M2 exemplarisch) nach 77 Tagen. Der zweite Ansatz zeigte eine Reduktion des 

CV-Wertes von 116,6 auf 62,6 (M4 exemplarisch) nach 83 Tagen. 
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4.2.2 Einzelzellklone 

Um Einzelzellklone zu isolieren, wurden die Zellen aus den Mischkulturen M2, M3 und 

M4 in sehr geringer Dichte ausgesät. Die nach etwa 2 bis 3 Wochen entstandenen 

EGFP-positiven Kolonien wurden schließlich mit Klonierungsringen aufgenommen und 

mittels FACS-Analyse ausgewertet (Abbildung 12 und 13). Insgesamt wurden 16 

Einzelzellklone (K1-16) abgeleitet und expandiert. 

 

 

 

 
Abbildung 12: Einzellzellklone. FACS-Plot (EGFP gegen FSC). Anteil (%) EGFP-positiver 
Zellen der einzelnen Klone (K1-K8) aus Mischkultur M2 und M3. 
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Abbildung 13: Einzellzellklone. FACS-Plot (EGFP gegen FSC). Anteil (%) EGFP-positiver 
Zellen der einzelnen Klone (K9-K16) aus Mischkultur M4. 

Für die weiteren Experimente wurden die Klone verwendet, die über 99% EGFP-positive 

Zellen aufwiesen. Im ersten Ansatz wurden Klon 2 (99,7%), Klon 4 (99,8%), Klon 6 

(99,8%) und Klon 8 (99,9%) für weitere Analysen identifiziert. Aus dem zweiten Ansatz 

wurden Klon 9 (99,2%), Klon 10 (99,6%), Klon 11 (99,8%), Klon 12 (99,4%), Klon 13 

(99,8%), Klon 15 (99,6%) und Klon 16 (99,2%) weiterverwendet. 
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4.3 Bestimmung der Insertionsstellen von SF11αEGFPrev 

4.3.1 LM-PCR 

Die Integrationsorte des Provirus in das Genom der 16 abgeleiteten Einzelzellklone 

wurden mit Hilfe der LM-PCR ermittelt. Dabei wird ein sequenzspezifischer Primer 

verwendet, der an die LTR-Region bindet und bis in die unbekannte flankierende 

genomische DNA verlängert wird. So entsteht ein DNA-Strang, der aus einem Teil der 

LTR-Sequenz und der angrenzenden genomischen DNA-Sequenz besteht. Nach Ligation 

eines Linkers an das 3’-Ende des DNA-Fragments, kann dieses nun amplifiziert werden. 

Die PCR-Produkte werden schließlich in einem Agarosegel präparativ getrennt (Abbildung 

14 und 15) und sequenziert. Die LM-PCR wurde dabei zweimal durchgeführt, um das 

Bandenmuster zu reproduzieren. Nur reproduzierbare DNA-Banden wurden aus dem Gel 

extrahiert und sequenziert. 

 

 
Abbildung 14: Gel aus der LM-PCR. 2%-iges Agarosegel. Die Pfeile auf der linken Seite 
markieren die Laufstrecken der Marker-DNA, der Pfeil auf der rechten Seite zeigt auf die interne 
Kontrolle. Spur 1 DNA-Größenstandard; Spur 2 Mischkultur M2; Spur 3 Mischkultur M3; Spur 
4 Klon 2; Spur 5 Klon 4; Spur 6 Klon 6; Spur 7 Klon 8; Spur 8 H2O-Kontrolle. Banden, die 
reproduzierbar waren (Kasten), wurden extrahiert und sequenziert. 
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Im ersten Ansatz zeigten Klon 2 und 4 bzw. Klon 6 und 8 ein identisches 

DNA-Bandenmuster. Pro Klon konnte 1 DNA-Bande reproduziert werden. Diese wurden 

aus dem Gel extrahiert und sequenziert. 

 

 
Abbildung 15: Gel aus der LM-PCR. 2%-iges Agarosegel. Die Pfeile auf der linken Seite 
markieren die Laufstrecken der Marker-DNA, der Pfeil auf der rechten Seite zeigt auf die interne 
Kontrolle. Spur 1 DNA-Größenstandard; Spur 2 Klon 9; Spur 3 Klon 10; Spur 4 Klon 11; Spur 5 
Klon 12; Spur 6 Klon 13; Spur 7 Klon 15; Spur 8 Klon 16; Spur 9 Mischkultur M4; Spur 10 
H2O-Kontrolle. Banden, die reproduzierbar waren (Kasten), wurden extrahiert und sequenziert. 

Im zweiten Ansatz zeigten die 7 Klone und die Mischkultur M4 das gleiche Bandenmuster. 

6 DNA-Banden wurden jeweils reproduziert, extrahiert und anschließend sequenziert. 
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4.3.2 Sequenzierung 

Um die unbekannte genomische Sequenz, die das Provirus flankiert, zu identifizieren und 

somit den Integrationsort ins Genom zu bestimmen, wurden die aus den Gelen extrahierten 

PCR-Produkte mit Hilfe eines LTR-spezifischen Primers sequenziert. Die unbekannte 

genomische Sequenz kann nun aufgrund der bekannten LTR- und Linker-Sequenz, die zu 

beiden Seiten der unbekannten Sequenz liegen, ermittelt und mit Hilfe von verschiedenen 

Datenbanken (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ und http://www.ensembl.org/index.html) 

verglichen werden (Abbildung 16). Die Integrationsstelle ist somit identifiziert. 

 

 
Abbildung 16: Sequenzierung des PCR-Produkts aus der LM-PCR und Ermittlung der 
unbekannten genomischen Sequenz (exemplarisch für Klon 4 dargestellt). Die Sequenzierung 
wurde von der Firma Eurofins MWG Operon durchgeführt. Die farblichen Balken unterhalb der 
Basen zeigen die Qualität der Sequenzierung. Die roten Kästen markieren die bekannten 
Sequenzen. Der blaue Kasten zeigt die unbekannte, zu identifizierende genomische Sequenz. 

Im ersten Ansatz zeigten Klon 2 und 4 bzw. Klon 6 und 8 übereinstimmende 

Insertionsstellen des Provirus, so dass davon auszugehen ist, dass es sich um identische 

Klone handelt. In der weiteren Durchführung wurde demnach nur mit Klon 4 bzw. 6 

weitergearbeitet. Im zweiten Ansatz waren alle identifizierten Insertionsstellen in Klon 9 

bis 16 identisch, so dass auch hier nur Klon 9 für weitere Analysen verwendet wurde 

(Tabelle 4). 
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Tabelle 4: Durch das Provirus betroffene Gene. In Tabelle 4 sind die angrenzenden Gene, die 
eventuell durch die Insertion des retroviralen Vektors beeinflusst wurden, zusammengefasst. 
Dargestellt sind außerdem die Identifikationsnummern (ID), die Lage auf den Chromosomen (Chr) 
mit Orientierung der jeweiligen Gene (Ori) und die Entfernung des Provirus zum 
Transkriptionsstart (TSS) in kb. 

Klon *  Bande**  Gen ID Chr Ori 
Provirus 
→TSS 

K4 1 
INPP4B 
(Inositol polyphosphate-4-phosphatase, type II) 

8821 4q31.21 R -132 

 1 
RIPK4 
(Receptor-interacting serine-threonine kinase 4)  

54101 21q22.3 R +150 

K6 1 
MYCBP2 
(MYC binding protein 2 (=PAM))   

23077 13q22 R 
+118 

(23. Intron) 

K9 1 
IL9RP2 
(Interleukin 9 receptor pseudogene 2) 

439945 10p15.3 R 
+0,4 

(1. Intron) 

 2 
SNX7 
(Sorting nexin 7) 

51375 1p21.3 F -336 

 3 
MYOF 
(Myoferlin) 

26509 10q24 R 
+22 

(1. Intron) 

 4 
MAML3 
(Mastermind-like 3) 

55534 4q28 R -23 

 5 
PLAG1 
(Pleiomorphic adenoma gene 1) 

5324 8q12 R 
+38 

(2. Intron) 

 6 
PEX2 
(Peroxisomal biogenesis factor 2) 

5828 8q21.1 R -197 

* Klon 2 und 4 bzw. Klon 6 und 8 zeigten identische Insertionsstellen, ebenso wie Klon 9 bis 16. 
Infolgedessen wurden nur Klon 4, 6 und 9 weiter verwendet. Die Klone sind hier aufgelistet. 

** Es wurden die DNA-Banden sequenziert, die sich in der LM-PCR reproduzieren ließen (siehe 
Abbildung 14 und 15). 

Mit Hilfe der LM-PCR wurden für Klon 4, aufgrund einer sehr kurzen Sequenz, zwei 

mögliche Insertionsorte identifiziert. Die erste mögliche Insertionsstelle lag auf dem 

Chromosom 4 in der Nähe (TSS -132 kb) des Gens INPP4B (Inositol polyphosphate-4-

phosphatase, type II; Chromosom 4q31.21). Die zweite Insertion wurde auf dem 
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Chromosom 21 identifiziert. Die mögliche Insertionsstelle liegt hier +150 kb vom 

Transkriptionsstart des Gens RIPK4 entfernt (Receptor-interacting serine-threonine 

kinase 4; Chromosom 21q22.3). Um die richtige Integrationsstelle im Genom 

herauszufinden, wurde eine weitere PCR-Analyse durchgeführt (siehe 4.3.3). In Klon 6 ist 

das Gen MYCBP2 (MYC binding protein 2; Chromosom 13q22) direkt von dem Provirus 

getroffen. So wurde die Integration in Intron 23 identifiziert (TSS +118 kb). In Klon 9 

wurden insgesamt 6 Insertionen identifiziert. Die erste Insertion befindet sich im Intron 1 

(TSS +0,4 kb) des Pseudogens IL9RP2 (Interleukin 9 receptor pseudogene 2; Chromosom 

10p15.3). Direkt getroffen sind ebenfalls das Gen MYOF (Myoferlin; Chromosom 10q24; 

TSS +22 kb, Intron 1) und PLAG1 (Pleiomorphic adenoma gene 1; Chromosom 8q12; 

TSS +38 kb, Intron 2). Weitere Insertionen befinden sich in der Nähe der Gene SNX7 

(Sorting nexin 7; Chromosom 1p 21.3; TSS -336 kb), MAML3 (Mastermind-like 3; 

Chromosom 4q28; TSS -23 kb) und PEX2 (Peroxisomal biogenesis factor 2; Chromosom 

8q21.1; TSS -197 kb). 

4.3.3 Platinum-PCR 

Aufgrund einer sehr kurzen Sequenz wurden zwei Lokalisationen für eine mögliche 

Insertion des Provirus in das Genom von Klon 4 detektiert. Die erste mögliche 

Insertionsstelle lag auf dem Chromosom 4 nahe INPP4B, während sich die zweite 

mögliche Insertion des retroviralen Vektors in der Nähe von RIPK4 auf dem Chromosom 

21 befand. Um die richtige Insertionsstelle zu identifizieren, wurden zwei neue 

Antisense-Primer (Antisense-K4-1 für die erste mögliche Insertion bei INPP4B; 

Antisense-K4-2 für die zweite mögliche Insertion bei RIPK4), die in 3’-Richtung der 

jeweiligen identifizierten genomischen Sequenz lagen, synthetisiert. Als Sense-Primer 

wurde der bereits für die Sequenzierung verwendete LTR-spezifische Primer genutzt. Die 
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Antisense-Primer wurden so gewählt, dass die eventuellen PCR-Produkte eine Länge von 

etwa 306 (INPP4B) bzw. 207 bp (RIPK4) aufwiesen (Abbildung 17). 

 
Abbildung 17: Bestimmung der Insertion in Klon 4. 2%-iges Agarosegel. Die Pfeile auf der 
linken Seite markieren die Laufstrecken der Marker-DNA, der Pfeil auf der rechten Seite zeigt auf 
das PCR-Produkt. Spur 1 DNA-Größenstandard; Spur 2 PCR-Ansatz mit Primer Antisense-K4-1; 
Spur 3 PCR-Ansatz mit Primer Antisense-K4-2. 

Eine Amplifikation konnte nur bei dem PCR-Ansatz mit dem Primer Antisense-K4-2 

festgestellt werden. Die Größe des PCR-Produkts stimmt mit der erwarteten Größe 

überein, so dass die Insertion nun eindeutig identifiziert wurde. Das Provirus befindet sich 

auf dem 21. Chromosom in der Nähe von RIPK4. 

4.4 EGFP-Kopienzahlanalyse 

Wird in der LM-PCR nur ein Restriktionsenzym verwendet, werden theoretisch nur etwa 

65% der Insertionen erfasst. Um die tatsächliche Anzahl der Virusinsertionen in den 

einzelnen Klonen zu bestimmen, wurde die Anzahl der EGFP-Genkopien quantitativ 

ermittelt. Nach Extraktion der DNA, wurde zunächst eine PCR mit EGFP-spezifischen 

Primern durchgeführt. Als Standard wurde der Vektor LeGO-G2 verwendet, der als Insert 
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eine Kopie das EGFP-Gens enthält.113 Mit Hilfe einer Standardkurve konnte dann die 

EGFP-Kopienzahl in der eingesetzten genomischen DNA bestimmt werden. Anschließend 

wurde die der eingesetzten DNA entsprechende Zellzahl ermittelt, um die Anzahl der 

EGFP-Kopien pro Zelle zu bestimmen. Dazu wurde genomisches ß-Globin in den Proben 

amplifiziert. Der interne Standard für den ß-Globin-Lauf war Human Genomic DNA 

Template for Control Reaction aus dem β-Globin Kit (Roche Diagnostics). Die den 

DNA-Proben entsprechende Zellzahl konnte so mittels Standardreihe ermittelt werden. 

Abschließend wurde mit Hilfe der Gesamt-EGFP-Kopienzahl und der Gesamtzellzahl die 

Kopienzahl pro Zelle errechnet (Tabelle 5). 

Tabelle 5: Bestimmung der EGFP-Kopienzahl in den einzelnen Klonen. Dargestellt ist die der 
eingesetzten DNA entsprechende Gesamtzellzahl und Gesamt-EGFP-Kopienzahl der einzelnen 
Klone. Daraus konnte nun die Kopienzahl pro Zelle ermittelt werden. 

Zellklon Zellzahl EGFP-Kopien EGFP-Kopien x 8* Kopienzahl/Zelle 

FH-hTERT 19300 179 1431 0,1 

K4 11840 8065 64520 5,4 

K6 11930 23150 185200 15,5 

K9 18020 49170 393360 21,8 

* In der EGFP-PCR wurden 25 ng DNA eingesetzt, während in der β-Globin-PCR 200 ng DNA 
verwendet wurden. 

Die EGFP-Kopienzahlanalyse zeigt, dass mit der LM-PCR nicht vollständig alle 

Virusinsertionen erfasst werden können. Während Klon 4 und 6 in der LM-PCR jeweils 

eine reproduzierbare DNA-Bande aufwiesen, wurden in der EGFP-Kopienzahlanalyse für 

Klon 4 etwa 5 Insertionen und für Klon 6 etwa 16 Insertionen ermittelt. Für Klon 9 wurden 

sogar etwa 22 Insertionen detektiert. Wohingegen für Klon 9 in der LM-PCR 6 Banden 

reproduzierbar waren. Die Kontrolle FH-hTERT wies, wie erwartet, keine Insertionen auf 

(Kopienzahl pro Zelle 0,1). 
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4.5 Charakterisierung der Klone 

Die Ableitung der Einzelzellklone erfolgte aus den Mischkulturen. In den Mischkulturen 

wurden hyperproliferierende Zellklone nach der Behandlung mit den retroviralen Vektoren 

angereichert. Folglich war das für die Studie festgesetzte Kriterium für einen im Rahmen 

des Transformationsprozesses interessanten Phänotyp eine gesteigerte Proliferation. Um 

weitere Phänotypveränderungen der Klone funktionell zu charakterisieren, wurden 

Proliferation, Serumabhängigkeit und Kontaktinhibition untersucht. Außerdem wurden ein  

verankerungsunabhängiges Wachstum mittels Softagarassay und ein mögliches 

Tumorwachstum mittels Nacktmausassay ermittelt. Die Ausgangszellen zeigen kein 

Wachstum im Softagar und keine Tumorbildung in immundefizienten Mäusen. 

4.5.1 Zellproliferation 

Die Proliferation der einzelnen Klone wurde untersucht, indem colorimetrisch die Anzahl 

der lebenden Zellen täglich ermittelt wurde. Das Wachstum der Klone wurde dabei über 

einen Zeitraum von 10 Tagen überwacht (Abbildung 18). 

 
Abbildung 18: Proliferation der einzelnen Klone. Änderung der OD (490 nm) mit zunehmender 
Zeit (d). Proliferation von Klon 4 (●), Klon 6 (■) und Klon 9 (▲). P-Werte unter 0,001 (***). 
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Die Wachstumsuntersuchungen zeigten eine signifikant gesteigerte Proliferation von Klon 

6 im Vergleich zu Klon 4 und Klon 9 ab Tag 4 (p < 0,001). Klon 4 und Klon 9 wiesen ein 

identisches Zellwachstum auf. 
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4.5.2 Serumabhängigkeit 

Viele Tumorzellen zeigen eine reduzierte bis nicht mehr vorhandene Serumabhängigkeit, 

wohingegen nicht-maligne Zellen, so auch FH-hTERT, nicht in der Lage sind in 

Abwesenheit von Serum (und den darin enthaltenen nicht definierten Wachstumsfaktoren) 

zu proliferieren. In serumfreier Kultur kommt es in nicht-transformierten Zellen zum 

Zellzyklusarrest. Um die Serumabhängigkeit der einzelnen Klone zu bestimmen, wurde 

24 h nach Aussaat das Medium gewechselt und mit 0 bzw. 2% serumhaltigem Medium 

ersetzt. Die Proliferation wurde durch colorimetrische Messungen an Tag 3 nach 

Mediumwechsel bestimmt. Abbildung 19 zeigt die Proliferation der einzelnen Klone am 

Tag 3 nach Mediumwechsel mit 0 bzw. 2% Serum. Dargestellt ist außerdem das errechnete 

relative Wachstum bei 0% Serum im Vergleich zu dem Wachstum bei 2% Serum (=100%) 

(Abbildung 20). 

 

 
Abbildung 19: Proliferation der einzelnen Klone mit und ohne Serum. OD (490 nm) bei 0 bzw. 
2% Serum an Tag 3 nach Mediumwechsel. 
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dargestellt), zu einer signifikanten Reduktion der Zellzahl und somit des Wachstums im 

Vergleich zum Wachstum bei 2% Serum (K4: p < 0,001; K6: p < 0,01; K9: p < 0,001; 

FH-hTERT: p < 0,001). Damit ist die Proliferation der Klone weiterhin abhängig von der 

Zugabe von Serum zum Zellkulturmedium. 

 

 
Abbildung 20: Noch vorhandenes Wachstum an Tag 3 nach Mediumwechsel bei 0% Serum 
im Vergleich zu dem Wachstum bei 2% Serum. 

Im Vergleich zur Kontrolle FH-hTERT kommt es bei Klon 4 und 9 durch die Abwesenheit 

von Serum im Vergleich zur Proliferation bei 2% Serum zu einer ähnlichen 

Wachstumsreduktion (K4: p = 0,95; K9: p = 0,52). So ist bei fehlendem Serum bei Klon 4 

ein noch vorhandenes Wachstum von 76,4% ± 1,7% und Klon 9 von 78,9% ± 1,3% zu 

verzeichnen (FH-hTERT 76,6% ± 8,5%). Bei Klon 6 wirkt sich das fehlende Serum nicht 

so stark auf die Proliferation aus. So zeigt Klon 6 ein signifikant höheres noch vorhandenes 

Wachstum  (89,4% ± 1,7%; p < 0,01) im Vergleich zu FH-hTERT. 
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4.5.3 Zellzyklusanalyse zur Bestimmung der Kontaktinhibition 

Ein Merkmal vieler Tumorzellen ist eine reduzierte bis nicht mehr vorhandene 

Kontaktinhibition. Im Gegensatz dazu kommt es bei FH-hTERT bei Erreichen einer 

Konfluenz von 100%, wie für nicht-transformierte Zellen beschrieben, durch 

Zell-Zell-Kontakte zum Proliferationsstop und damit zum Zellzyklusarrest. Um die 

Kontaktinhibition der abgeleiteten Klone zu untersuchen, wurde die DNA mit PI gefärbt 

und eine Zellzyklusanalyse mittels FACS durchgeführt. Dabei wurden die S-Phase 

Fraktionen (S-Phase = aktive DNA-Replikation) von konfluenten Zellen (3 Tage nach 

Erreichen von 100% Konfluenz) mit proliferierenden Zellen in der log-Phase (40-60% 

Konfluenz) verglichen (Abbildung 21). 

 
Abbildung 21: Kontaktinhibition der einzelnen Klone. Zellzyklusphasen (%) der einzelnen 
Klone bzw. FH-hTERT bei einer Konfluenz von 40-60% bzw. 100%. Die Werte in den Kästen 
zeigen die Reduktion der Zellfraktion in S-Phase (%) bei einer Konfluenz von 100% im Vergleich 
zu der S-Phase-Fraktion bei 40-60% Konfluenz. Dargestellt ist außerdem die Signifikanz der 
S-Phasereduktion. p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) und nicht signifikant (n.s.). 

Bei Klon 4 und 6 kommt es bei 100% Konfluenz zu einer signifikanten Reduktion der 

Zellzahl, die in der S-Phase vorliegen, im Vergleich zu der S-Phase-Zellfraktion in der 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

G1 S G2

43,6 ± 0,4

30,3 ± 6,3

42,2 ± 3,1

-2,5 ± 3,6

Reduktion in der 
S-Phase (%)

Konfluenz (%)

Z
el

lz
yk

lu
sp

ha
se

n

FH-hTERT K9K4 K6

40-60 > 100 40-60 > 100 40-60 > 100 40-60 > 100

*** ** *** n.s.
Signifikanz der 
S-Phasereduktion



Ergebnisse 

 69 

log-Phase (K4: p < 0,01; K6: p < 0,001). So lag bei Klon 4 der Anteil der sich in der 

S-Phase befindenden Zellen bei 17,1% ± 0,7% in der log-Phase und bei 11,9% ± 1,1% bei 

100% Konfluenz. Klon 6 zeigte einen S-Phasenanteil von 32,6% ± 0,8% in der log-Phase 

und einen Anteil von 18,8% ± 1% bei 100% Konfluenz. Demnach war für Klon 4 eine 

Reduktion der S-Phase-Zellfraktion von 30,3% ± 6,3% und für Klon 6 eine Reduktion von 

42,2% ± 3,1% zu verzeichnen. Eine signifikante Reduktion des S-Phase-Zellanteils bei 

100% Konfluenz, im Vergleich zur S-Phase-Zellfraktion in der log-Phase, konnte auch bei 

FH-hTERT festgestellt werden (p < 0,001). Die S-Phase-Zellfraktion bei 40 bis 60% 

Konfluenz lag bei 15,6% ± 0,3%, während bei 100% konfluenten Zellen 8,8% ± 0,1% der 

Zellen in der S-Phase vorlagen. Dies bedeutet eine Reduktion der S-Phase-Zellfraktion von 

43,6% ± 0,4%. In Klon 4 und 6, wie auch in FH-hTERT, kam es in den 100% konfluenten 

Kulturen zum Zellzyklusarrest. Die Kontaktinihibtion ist demnach erhalten geblieben. 

Klon 9 hingegen zeigte keinen signifikanten Unterschied (p = 0,55) in dem Anteil der 

Zellen in der S-Phase bei 40 bis 60% Konfluenz (S-Phase-Zellfraktion 24,9% ± 1,4%) zu 

dem Anteil der S-Phase-Zellen bei 100% Konfluenz (S-Phase-Zellfraktion 25,6% ± 0,9%). 

Die Kontaktinhibition war somit in diesem Klon vollständig aufgehoben. Außerdem war 

der Anteil der Zellen, die während der log-Phase in der S-Phase vorlagen, bei Klon 6 am 

größten, was mit den Proliferationsmessungen korrelierte. Bei schnell wachsenden Zellen 

findet häufiger die Replikation mit anschließender Teilung statt, so dass der Anteil der in 

S-Phase vorliegenden Zellen steigt. 
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4.5.4 Softagarassay 

Verankerungsunabhängiges Wachstum, ein etablierter in vitro Marker für 

Tumorzellwachstum, wurde mit Hilfe des Softagarassays untersucht. Dazu wurden jeweils 

50, 500 und 5000 Zellen in 0,33%-igem Agar verdünnt auf eine 0,5%-ige Agarschicht in 

60 mm-Zellkulturschalen ausgesät. Das Koloniewachstum wurde nach 3 Wochen durch 

Auszählen unter dem Mikroskop quantifiziert (Abbildung 22). 

 
Abbildung 22: Softagarassay. Kolonienanzahl bei 50, 500 bzw. 5000 ausgesäten Zellen auf 60 
mm-Zellkulturschalen (p60) nach 3 Wochen. Dargestellt sind außerdem die p-Werte. p < 0,05 (*), 
p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***). 

FH-hTERT zeigten, wie zuvor beschrieben, kein verankerungsunabhängiges Wachstum 

(nicht dargestellt), während die FH-hTERT EGFP-Klone die Fähigkeit entwickelten, 

Kolonien im Softagar zu bilden. Die Kolonienanzahl korrelierte bei allen Klonen mit der 

Anzahl der ausgesäten Zellen, wobei Klon 6 die höchste Frequenz aufwies (Kolonien/5000 

ausgesäte Zellen: K4: 251 ± 16; K6: 865 ± 61; K9: 396 ± 37). 
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4.5.5 Nacktmausassay 

Um die Transformation in vivo zu bestätigen, wurden die Klone subkutan in 

immundefiziente Nacktmäuse transplantiert. Bis ein Jahr nach Transplantation (Ende des 

Beobachtungszeitraums) konnte bei keinem Klon ein Tumorwachstum beobachtet werden. 

Als Positivkontrolle wurden HuH7 Zellen transplantiert, die bereits nach etwa 8 Wochen 

mit einer Frequenz von 87,5% Tumoren entwickelten. 

4.5.6 Zusammenfassung der Charakterisierung 

Durch die Charakterisierung konnte in allen 3 Klonen eine mit der malignen 

Transformation assoziierte Veränderung des Wachstumsverhaltens (Phänotyp) festgestellt 

werden. So entwickelten alle 3 Klone ein verankerungsunabhängiges Wachstum und waren 

somit in der Lage, Kolonien im Softagar zu bilden. Bei Erreichen einer Konfluenz von 

100% kam es bei Klon 4 und 6, wie für nicht-transformierte Zellen üblich, zum 

Zellzyklusarrest. Wohingegen Klon 9 eine vollständig aufgehobene Kontaktinhibition 

zeigte. In Zellkultur kam es bei diesem Klon zu einem Multilayerwachstum. Allerdings 

blieb die Serumabhängigkeit in allen 3 Klonen erhalten, war jedoch in Klon 6 vermindert. 

Im Nacktmausmodell konnte für keinen der abgeleiteten Einzelzellklone ein 

Tumorwachstum beobachtet werden (Tabelle 6). 

Tabelle 6: Zusammenfassung der Charakterisierung. Die charakterisierten Klone zeigen 
Merkmale von Tumorzellen. 

Charakterisierung FH-hTERT K4 K6 K9 Tumor 

Serumabhängigkeit + + (+) + - 

Kontaktinhibition + + + - - 

Koloniewachstum - + + + + 

Tumorwachstum - - - - + 
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4.6 Expression betroffener Gene in Klon 4, 6 und 9 

Um Veränderungen in der Expression der möglicherweise von der Insertion des Provirus 

betroffenen und für den veränderten Phänotyp verantwortlichen Gene (siehe Tabelle 4) zu 

detektieren, wurde eine Effizienz-korrigierte qRT-PCR zur Messung der Genexpression 

durchgeführt. Dazu wurde die Gesamt-RNA der einzelnen Klone (Klon 4, 6 und 9) 

extrahiert, cDNA generiert, die Expression der jeweiligen Gene ermittelt und mit der 

Kontrolle verglichen. Als Vergleichsprobe (relative Expression = 1) wurde FH-hTERT 

verwendet. Werte über 1 zeigen eine erhöhte Expression des jeweiligen Gens, Werte unter 

1 eine erniedrigte Expression im Vergleich zu FH-hTERT. HuH7 wurde dabei als 

zusätzliche Kontrolle für die qRT-PCR verwendet. Ein Vergleich der Expression in den 

untersuchten Klonen mit dieser Tumorzelllinie war jedoch kein Kriterium für eine 

relevante Expressionsänderung, da das HCC ein sehr heterogener Tumor ist und HuH7 nur 

ein Teil der möglichen Veränderungen der Hepatokarzinogenese repräsentiert. Aufgrund 

der Variabilität der Messdaten durch die qRT-PCR wurde eine Expressionsänderung ab 

Faktor 3 (Cut off) als relevante Veränderung angesehen. 
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4.6.1 Klon 4 

In Klon 4 wurde das Provirus auf dem 21. Chromosom detektiert. Das Gen RIPK4, das 

eventuell durch die Insertion beeinflusst wurde, liegt +150 kb von der Insertion entfernt. 

Die in der Abbildung 23 dargestellten Werte zeigen die relative Expression von RIPK4 in 

Klon 4 und in der Tumorzelllinie HuH7 im Vergleich zu FH-hTERT. 

 
 
Abbildung 23: Relative Genexpression von RIPK4. Relative Expression von RIPK4 in Klon 4 
und HuH7 im Vergleich zu FH-hTERT (=1). Die gestrichelte Linie stellt den Cut off dar. 

Durch die Insertion kam es in Klon 4 zu einer 10-fachen Suppression (relative Expression 

0,12 ± 0,09) der Expression von RIPK4 und so zu einer relevanten Änderung. In HuH7 

war im Vergleich zu FH-hTERT eine erhöhte Expression von RIPK4 zu beobachten 

(relative Expression 216,47 ± 35,91). 
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4.6.2 Klon 6 

In Klon 6 liegt das Provirus auf dem Chromosom 13 im 23. Intron (TSS +118 kb) des 

Gens MYCBP2. In Abbildung 24 ist die relative Expression von MYCBP2 in Klon 6 und 

in der Tumorzelllinie HuH7 im Vergleich zu FH-hTERT dargestellt. 

 
 
Abbildung 24: Relative Genexpression von MYCBP2. Relative Expression von MYCBP2 in 
Klon 6 und HuH7 im Vergleich zu FH-hTERT (=1). Die gestrichelte Linie stellt den Cut off dar. 

In Klon 6 wurde die Expression von MYCBP2 durch die Insertion nicht beeinflusst. Die 

relative Expression von MYCBP2 in Klon 6 lag bei 2,21 ± 0,71 und war somit gemäß 

unserer gesetzten Definition (Veränderung um den Faktor 3) nicht relevant verändert. In 

HuH7 wurde eine relative Expression von 2,52 ± 0,02 im Vergleich zu FH-hTERT 

detektiert. 
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4.6.3 Klon 9 

In Klon 9 wurden mittels LM-PCR insgesamt 6 Insertionen identifiziert. Die Insertionen 

befinden sich auf dem Chromosom 10 im Intron 1 (TSS +0,4 kb) von IL9RP2, auf 

Chromosm 10 im Intron 1 (TSS +22 kb) von MYOF und auf Chromosom 8 im Intron 2 

(TSS +38 kb) von PLAG1. Weitere Insertionen wurden auf Chromosom 1 in der Nähe 

(TSS -336 kb) von SNX7, auf Chromosom 4 in der Nähe (TSS -23 kb) von MAML3 und 

auf Chromosom 8 in der Nähe (TSS -197 kb) von PEX2 detektiert. Veränderungen in der 

Genexpression der betroffenen Gene in Klon 9 und in der Tumorzelllinie HuH7 im 

Vergleich zu FH-hTERT sind in Abbildung 25 dargestellt.  

 
 
Abbildung 25: Relative Genexpression von SNX7, MYOF, MAML3, PLAG1 und PEX2. 
Relative Expression von SNX, MYOF, MAML3, PLAG1 und PEX2 in Klon 9 und HuH7 im 
Vergleich zu FH-hTERT (=1). Die gestrichelte Linie stellt den Cut off dar. 

In Klon 9 kam es durch die Insertion des retroviralen Vektors bei den Genen SNX7, 

MYOF, MAML3 und PEX2 zu keinen relevanten Änderungen in der Genexpression im 

Vergleich zu FH-hTERT (relative Expression SNX7: 0,89 ± 0,26; MYOF: 0,59 ± 0,14; 

MAML3: 1,03 ± 0,11; PEX2: 2 ± 0,02), wohingegen bei PLAG1 die Expression relevant 
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verändert war und um das 20-fache gesteigert wurde (relative Expression 20,3 ± 7,64). In 

den HuH7 Zellen zeigte sich nur in MYOF eine relevante Veränderung in der 

Genexpression. Im Vergleich zu FH-hTERT war die Expression hier um das 100-fache 

runterreguliert (relative Expression 0,01 ± 0,001). Die Expression der anderen Gene blieb 

nahezu unverändert (relative Expression SNX7: 1,07 ± 0,08; MAML3: 2,63 ± 0,09; 

PLAG1: 0,57 ± 0,08; PEX2: 1,13 ± 0,08). Sequenzanalysen haben gezeigt, dass IL9RP2 

nicht für ein funktionelles Protein kodiert. Verschiedene Punktmutationen und Deletionen 

führten zu Stop-Codons innerhalb des ORFs und somit zur Inaktivierung des Gens.115 Da 

bisher nicht bekannt ist, ob das Pseudogen IL9RP2 transkribiert wird, wurde die 

Expression in dieser Arbeit nicht überprüft. 
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4.7 Überprüfung der Relevanz 

Um die Relevanz der durch die Virusinsertion veränderten Gene RIPK4 und PLAG1 in der 

humanen Hepatokarzinogenese zu überprüfen, wurde die Expression dieser Gene in 

humanen HCC-Proben im Vergleich zu gesundem Lebergewebe mittels qRT-PCR 

überprüft (Abbildung 26 und 27). Dazu wurde in einer Pilotstudie die Gesamt-RNA 

humaner HCC-Proben (Σ 5 Proben) extrahiert, cDNA generiert, die Expression der 

jeweiligen Gene ermittelt und mit der Kontrolle verglichen. Bei 2 HCC-Proben wurde 

RNA aus dem Randbereich und dem Zentrum des Tumors gewonnen. Als Kontrolle wurde 

gesundes Lebergewebe verwendet, wobei die RNA aus insgesamt 4 Proben isoliert wurde. 

Eine Kontrollprobe wurde daraufhin als Vergleichsprobe verwendet (relative 

Expression = 1). Werte über 1 zeigen eine erhöhte Expression des jeweiligen Gens, Werte 

unter 1 eine erniedrigte Expression. 

 
 
Abbildung 26: Relative Genexpression von RIPK4 in HCC-Proben. Relative Expression von 
RIPK4 in HCC-Proben (●) und in gesundem Lebergewebe (○). Dargestellt ist außerdem der 
Mittelwert (–). 
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Mittels qRT-PCR wurde eine signifikante RIPK4-Suppression in humanen HCC-Proben 

im Vergleich zu gesundem Lebergewebe detektiert (relative Expression 0,05 ± 0,06 vs. 

0,88 ± 0,17; p < 0,001), was in Übereinstimmung mit Klon 4 steht. 

 
 
Abbildung 27: Relative Genexpression von PLAG1 in HCC-Proben. Relative Expression von 
PLAG1 in HCC-Proben (●) und in gesundem Lebergewebe (○). Dargestellt ist außerdem der 
Mittelwert (–). 

Im Gegensatz zu Klon 9 konnte für PLAG1 in den humanen HCC-Proben keine 

signifikante Änderung in der Expression im Vergleich zur Kontrolle (gesundes 

Lebergewebe) festgestellt werden (relative Expression 0,24 ± 0,22 vs. 0,56 ± 0,35; 

p = 0,1). 
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NF-κB-Reporterplasmid pB2LUC verwendet, das 2 NF-κB-Bindestellen enthält und bei 

Bindung von NF-κB zur Expression der Firefly-Luziferase führt. Das Plasmid M51 wurde 

als Kontrollplasmid eingesetzt. Ein zusätzliches Reporterplasmid pRL-CMV mit 

CMV-getriebener Expression der Renilla-Luziferase diente als Kontrolle für die 

Transfektionseffizienz, wobei die Co-Transfektion durch Lipofektion erfolgte. Die 

NF-κB-Aktivität konnte so mit Hilfe der Luziferaseaktivität (RLU - Relative light unit) 

ermittelt und mit der Transfektionseffizienz korrigiert werden (Abbildung 28). 

 
Abbildung 28: NF-κB Luziferase-Reporterassay. NF-κB-Aktivität in FH-hTERT, Klon 4 und 
HepG2. NF-κB-Aktivität ist als RLU der Luziferase dargestellt. 

Im Vergleich zu FH-hTERT ist die NF-κB-Aktivität in Klon 4 signifikant reduziert 

(Luziferase RLU 0,013 ± 0,001 vs. 0,006 ± 0,003; p < 0,05). HepG2 als Kontrolle zeigt 

eine Luziferaseaktivität von 0,037 ± 0,04 RLU. 
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5 Diskussion 

Das HCC ist weltweit die dritthäufigste krebsbedingte Todesursache mit kontinuierlich 

steigender Inzidenz in den westlichen Industrieländern.119,120 Auch wenn die klinischen 

Risikofaktoren gut definiert sind, sind die molekularen Mechanismen, die zur 

Tumorentstehung und -entwicklung beitragen, bisher nicht im Detail verstanden. Bekannt 

ist, dass es in der Hepatokarzinogenese in 90% der Fälle bereits früh zu einer 

Reaktivierung der Telomerase kommt.33 Die alleinige Aktivierung ist jedoch nicht 

ausreichend, um eine maligne Transformation zu induzieren.67 Zusätzliche genetische 

Alterationen in weiteren Signalwegen sind notwendig, um die Transformation in 

proliferierenden Hepatozyten voranzutreiben. Nach heutiger Sicht geht man davon aus, 

dass sich durch die Akkumulation von genetischen Veränderungen aus normalen Zellen 

über präneoplastische Stadien ein invasiver Tumor entwickelt. In diesem Prozess muss sich 

neben einer unbegrenzten Proliferation ein von Wachstumsfaktoren bzw. -inhibitoren 

unabhängiges Wachstum entwickeln. Außerdem müssen transformierte Zellen eine 

Resistenz gegen die Auslösung von Apoptose entwickeln und die Angiogenese muss 

vorangetrieben werden, um den entstehenden Tumor zu versorgen. Schließlich müssen die 

Tumorzellen die Fähigkeit entwickeln, invasiv zu wachsen und zu metastasieren.8 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Telomerase-immortalisierte humane fetale Hepatozyten 

als Zellkulturmodel für proliferierende Hepatozyten mit Telomeraseaktivierung als „First 

hit“ im mehrstufigen Modell der humanen Hepatokarzinogenese eingesetzt. Um weitere 

Schlüsselereignisse im Übergang zur Malignität zu definieren, wurden in diesen Zellen 

genetische Veränderungen mittels retroviraler Insertionsmutagenese induziert. Dazu 

wurden FH-hTERT mit dem replikationsinkompetenten γ-retroviralen Vektor 
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SF11αEGFPrev mit EGFP als Marker transduziert. Durch die anschließende Kultivierung 

von Mischkulturen (EGFP-positive und EGFP-negative, nicht-transduzierte Zellen zu 

gleichen Teilen gemischt) konnten hyperproliferierende EGFP-positive Zellklone 

angereichert und schließlich Einzelzellklone abgeleitet werden. Um neben einer 

gesteigerten Proliferation weitere Phänotypveränderungen funktionell zu charakterisieren, 

wurden Serumabhängigkeit und Kontaktinhibition in den abgeleiteten Klonen untersucht. 

Außerdem wurden ein verankerungsunabhängiges Wachstum mittels Softagarassay und ein 

mögliches Tumorwachstum mittels Nacktmausassay ermittelt. Des Weiteren wurden 

LM-PCR und qRT-PCR durchgeführt, um die retroviralen Insertionsstellen zu 

identifizieren und Veränderungen in der Expression der angrenzenden Gene zu detektieren. 

Zusätzlich wurde die Expression der in unserem Modellsystem identifizierten Gene in 

humanen HCC-Proben untersucht, um die Relevanz in der humanen Hepatokarzinogenese 

zu validieren.  

5.1 FH-hTERT als Zellkultursystem 

Funktionelle Untersuchungen zu den molekularen Mechanismen der mehrstufigen 

Hepatokarzinogenese waren bisher durch das Fehlen geeigneter Zellkulturmodelle 

begrenzt. Primäre Hepatozyten können zwar isoliert werden, lassen sich jedoch nur für 

einen kurzen Zeitraum kultivieren. Etablierte Hepatoma-Zelllinien sind bereits maligne 

transformiert und damit ungeeignet für die Untersuchung des Entartungsprozesses. 

In dieser Arbeit wurden FH-hTERT als Zellkulturmodell verwendet. Durch ektope 

Expression von TERT, der katalytischen Untereinheit der Telomerase, konnte in fetalen 

humanen Hepatozyten die Telomerase aktiviert und die Telomere stabilisiert werden.69 In 

der mehrstufigen Hepatokarzinogenese wird die Reaktivierung der Telomerase in einer 
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Vielzahl der Fälle beschrieben.33 In vielen humanen Tumoren konnte ebenfalls 

Telomeraseaktivität nachgewiesen werden.33 Allerdings ist die Telomeraseaktivierung als 

alleinige Alteration nicht ausreichend für eine maligne Transformation.67 Untersuchungen 

haben gezeigt, dass TERT-immortalisierte Zellen, einschließlich Fibroblasten, endotheliale 

Zellen, Skelettmuskelzellen und glatte Muskelzellen, einen normalen Phänotyp aufweisen 

und keine Wachstumseigenschaften von präneoplastischen oder neoplastischen Zellen 

entwickeln.121,122 Bezüglich der malignen Transformation in FH-hTERT wurde gezeigt, 

dass die Aktivierung der Telomerase per se keine maligne Transformation induziert.71 

Jedoch haben weitere Experimente eindeutig die niedrige Schwelle 

Telomerase-immortalisierter Hepatozyten zur malignen Transformation bestätigt.123 So ist 

z. B. eine zusätzliche konstitutive Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signalwegs ausreichend, 

um nach wenigen Passagen in Zellkultur in FH-hTERT einen malignen Phänotyp mit 

Tumorwachstum im Nacktmausmodell zu induzieren. Zusammenfassend sind die 

immortalisierten Hepatozyten aufgrund der unbegrenzten Proliferation und des 

nicht-transformierten Phänotyps mit niedriger Schwelle zur Transformation hervorragend 

als Modellsystem zur funktionellen Untersuchung der mehrstufigen humanen 

Hepatokarzinogenese geeignet. 

Immortalisierte Zellen als in vitro Zellkultursystem zur Untersuchung der Karzinogenese 

werden bereits auch für andere Tumorentitäten eingesetzt. Kusakari und Kollegen haben 

beispielsweise Zellen des Ovaroberflächenepitheliums immortalisiert, um die Pathogenese 

von Ovarialkarzinomen zu analysieren.124 Durch eine zusätzliche Aktivierung von 

c-erbB-2 oder einer H-ras-Mutante konnte die Arbeitsgruppe nachweisen, dass eine 

maligne Transformation in den immortalisierten Zellen ausgelöst werden kann und es in 

einigen Fällen zum Tumorwachstum im Nacktmausmodell kommt.124 Die Überexpression 
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des Wachstumsfaktor Acroganin führte in diesen Zellen zu einem 100%-igen Anwachsen 

von Tumoren im Nacktmausmodell.125 Erstmalig wurde damit ein Wachstumsfaktor 

beschrieben, der in der Entwicklung des Ovarialkarzinoms eine direkte Rolle für die 

maligne Transformation spielt. Die Verwendung von immortalisierten Zellen als 

Zellkulturmodell bietet somit die Möglichkeit, die Pathogenese von verschiedenen 

Tumorentitäten zu untersuchen. 

Nach heutiger Sicht wird angenommen, dass eine relativ kleine Anzahl zusätzlicher 

genetischer Veränderungen notwendig ist, um proliferierende Zellen vollständig zu 

transformieren. Durch eine Studie von Hahn und Kollegen wurde deutlich, dass sich durch 

die Expressionsänderung von nur drei Genen normale epitheliale Vorläuferzellen in 

Tumorzellen umwandeln lassen.68 Demnach kann mit dem Modellsystem FH-hTERT 

durch wenige, gezielte Veränderungen (z. B. retrovirale Insertionsmutagenese, Auslösung 

von oxidativen Stress, gezielte Manipulation von Signalwegen, wie z. B. Wnt/β-Catenin) 

eine maligne Transformation ausgelöst werden. 

5.2 Retrovirale Insertionsmutagenese zur Entschlüsselung 
relevanter Mechanismen in der Hepatokarzinogenese 

Retrovirale Vektoren integrieren stabil in das Wirtsgenom. Dabei führt jede Integration zu 

einer Zerstörung der Organisation des Genoms und wird per Definition als 

Insertionsmutagenese bezeichnet. Jede Integration birgt die Gefahr, die Genexpression der 

getroffenen bzw. der angrenzenden Gene zu verändern. Kritisch wird es, wenn dabei 

Protoonkogene aktiviert bzw. Tumorsuppressorgene inaktiviert werden und es zur 

Tumorentstehung kommt. Für die Gentherapie wurde dieses Risiko zunächst als vertretbar 

betrachtet, da die kodierenden Regionen im Genom nur einen kleinen Teil ausmachen. 
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Allerdings wurde diese Einschätzung mit dem Auftreten von Leukämien als Folge einer 

Gentherapie revidiert. So erkrankten mehrere Kinder an Leukämie nachdem sie mit einem 

rekombinanten MLV-basierten Retrovirus behandelt wurden. Das Provirus hatte dabei in 

das Gen LMO-2 (LIM domain only 2), ein Protoonkogen, inseriert und dieses aktiviert.126 

Die Insertionsmutagenese bietet jedoch auch die Möglichkeit, im experimentellen System 

Gene und Signalwege, die an der Karzinogenese beteiligt sind, zu identifizieren. Durch die 

Verwendung von retroviralen Vektoren können Mutationen ausgelöst werden. Aufgrund 

der bekannten Sequenz des Provirus können dann der Insertionsort und die dort 

lokalisierten Gene identifiziert werden. Tumoren, die im Tiermodell durch retrovirale 

Vektoren induziert wurden, konnten mittels virusspezifischer Sonden auf identische 

Integrationsorte untersucht werden.127 So konnte z. B. der Spi-1 Lokus beschrieben 

werden, der in 95% der experimentell durch den SFFV induzierten Erythroleukämien 

betroffen ist.128 Eine andere Studie konnte mittels retroviraler Insertionsmutagenese 

zeigen, dass der Bach2 Locus ein bevorzugter Integrationsort in von MLV ausgelösten 

B-Zell Lymphomen ist.129 Hier wurden in NMRI-Mäusen Tumoren durch MLV induziert 

und auf Insertionsorte untersucht. Für Bach2 (BTB and CNC homology 1, basic leucine 

zipper transcription factor 2) konnte ein alternativer Promotor beschrieben werden, der 

durch das Provirus aktiviert wird und die Expression des Gens steigert. Inzwischen gibt es 

verschiedene Datenbanken, wie z. B. RTCGD (Retroviral tagged cancer gene database; 

http://RTCGD.ncifcrf.gov). Diese Datenbank fasst in der Literatur beschriebene CIS-Gene 

(Common integration sites) und einzelne retrovirale Integrationen in murinen 

hämatopoetischen Tumoren zusammen.130 

Das System der experimentellen Insertionsmutagenese lässt sich ebenfalls in vitro 
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einsetzen. Zellen können durch Transduktion mit retroviralen Vektoren einfach in 

Zellkultur mutagenisiert werden. Fehse et al. lösten mit replikationsinkompetenten 

retroviralen Vektoren in normalen hämatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen eine 

maligne Transformation aus.131 Durch die Identifikation der viralen Insertionsstellen lassen 

sich dann die Gene feststellen, die für einen veränderten Phänotyp verantwortlich sind. In 

diesem Zusammenhang konnten Hu und Kollegen mit Hilfe der in vitro eingesetzten 

retroviralen Insertionsmutagenese Smyd4 (SET and MYND domain containing 4) als einen 

potenziellen Tumorsuppressor für die Brustkrebsentstehung beschreiben.132 Dazu wurde 

die murine Mammaepithelzelllinie NOG8 mit einem retroviralen Vektor transduziert. 

Transformierte Zellen zeigten eine signifikant reduzierte Expression von Smyd4. Eine 

Re-Expression des Gens führte sowohl zu einem reduzierten Wachstum dieser Zellen als 

auch zur Abwesenheit von Tumoren im Nacktmausmodell. Die in vitro eingesetzte 

Insertionsmutagenese bietet den Vorteil, dass nach retroviraler Transduktion auf definierte 

Alterationen des Phänotyps selektiert werden kann. Dazu ist es hilfreich, wenn die zu 

untersuchende phänotypische Veränderung spontan mit einer niedrigen Frequenz auftritt 

und mit der Transduktion erhöht werden kann. Die Zellen mit solch einer 

Phänotypveränderung können dann selektiert und charakterisiert werden. 

In Anlehnung an die oben aufgelisteten Anwendungen wurde in dieser Arbeit erstmals die 

experimentelle retrovirale Insertionsmutagenese zur molekularen Entschlüsselung 

relevanter Treibergene der humanen Hepatokarzinogenese eingesetzt. 

5.3 Einzelzellklone mit verändertem Phänotyp 

Bei der chronischen Leberschädigung kann es zu genetischen Veränderungen kommen, die 

den Zellen einen Wachstumsvorteil bieten. Die entstandenen Wachstumsvorteile können 
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sich in einer gesteigerten und von Wachstumsfaktoren unabhängigen Proliferation 

auswirken. Übersetzt auf Zellkulturbedingungen bedeutet dies eine gesteigerte 

Proliferation bei gleichbleibendem Spiegel an Wachstumsfaktoren im serumhaltigen 

Medium, so dass als Kriterium für einen im Rahmen des Transformationsprozesses 

interessanten Phänotyp für diese Arbeit eine gesteigerte Proliferation (Hyperproliferation) 

festgesetzt wurde. Wachstumsvorteile könnten ebenfalls durch Resistenz gegen die 

Auslösung einer Apoptose entstehen. Dies wird durch die in dieser Arbeit eingesetzten 

Kultur- und Selektionsbedingungen nicht simuliert, so dass vorrangig 

proliferationsfördernde Mutationen detektiert werden. 

Um Einzelzellklone zu isolieren, wurden nach erfolgreicher Transduktion Mischkulturen 

mit einem Anteil von 40 bis 50% retroviral transduzierter und somit EGFP-positiver Zellen 

über einen längeren Zeitraum kultiviert. Ziel war es, hyperproliferierende Zellklone in der 

Mischkultur anzureichern und schließlich Einzelzellklone abzuleiten. Nach etwa 80 Tagen 

machten die EGFP-positiven Zellen mehr als 90% der Zellen in Kultur aus. Es besteht 

dabei die Möglichkeit, dass die EGFP-positiven Zellen aufgrund des Proteins EGFP einen 

Wachstumsvorteil erhalten haben und sich gegenüber den nicht-transduzierten und 

EGFP-negativen Zellen in der Mischkultur durchsetzen konnten. FACS-Analysen zeigten 

jedoch eine Reduktion in der Streuung der EGFP-Intensität, was auf eine oligoklonale 

Dominanz einiger EGFP-positiver Klone hinweist. Die Mischkultur enthielt demnach nach 

etwa 80 Tagen nur eine geringe Anzahl an EGFP-positiven Klonen mit Hyperproliferation. 

In der Literatur wird außerdem von verschiedenen Untersuchungen berichtet, die eher eine 

Inhibition der zellulären Proliferation durch EGFP andeuten. Dieses Ereignis konnte in 

mehreren Versuchsansätzen wiederholt werden, was die Validität des Modells bestätigt. 
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Von den dominanten Klonen konnten schließlich Einzelzellklone abgeleitet werden. 

5.4 Bestimmung der Insertionsstellen von SF11αEGFPrev 

Mit Hilfe des experimentellen Ansatzes konnten insgesamt 16 Einzelzellklone isoliert 

werden. Aus den Mischkulturen wurden jedoch auch identische Einzelzellklone abgeleitet. 

So zeigten Klon 2 und 4 bzw. Klon 6 und 8 übereinstimmende Insertionsorte des Provirus. 

Klon 9 bis 16 waren ebenfalls identisch, so dass in der weiteren Durchführung nur mit 

Klon 4, 6 und 9 weitergearbeitet wurde. 

Für Klon 4 wurde mittels der LM-PCR eine Insertionsstelle nahe RIPK4 detektiert 

(Chromosom 21q22.3; TSS +150 kb). In Klon 6 ist das Gen MYCBP2 (Chromosom 

13q22; TSS +118 kb; Intron 23) von dem Provirus getroffen. In Klon 9 wurden insgesamt 

6 Insertionen identifiziert. Die erste Insertion befindet sich im Intron 1 (Chromosom 

10p15.3; TSS +0,4 kb) des Pseudogenes IL9RP2. Direkt getroffen sind ebenfalls das Gen 

MYOF (Chromosom 10q24; TSS +22 kb; Intron 1) und PLAG1 (Chromosom 8q12; TSS 

+38 kb, Intron 2). Weitere Insertionen befinden sich in der Nähe der Gene SNX7 

(Chromosom 1p21.3; TSS -336 kb), MAML3 (Chromosom 4q28; TSS -23 kb) und PEX2 

(Chromosom 8q21.1; TSS -197 kb). 

Mit Hilfe der EGFP-Kopienzahlanalyse wurde zusätzlich eine quantitative Messung der 

EGFP-Genkopien in den einzelnen Klonen durchgeführt und damit die Anzahl der 

Virusinsertionen bestimmt. Es wurden für alle drei Klone (K4, 6 und 9) mehr Insertionen 

detektiert, als in der LM-PCR identifiziert wurden. Grund hierfür sind die durch den 

Restriktionsverdau entstanden DNA-Fragmente. Sehr kurze Fragmente (<100 bp) enthalten 

nur eine kurze genomische DNA-Sequenz, so dass es beim Vergleich mit dem Genom zu 
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mehreren Übereinstimmungen kommt. Die Integration kann nicht eindeutig identifiziert 

werden. Sehr lange DNA-Fragmente (>800 bp) sind in der PCR-Reaktion benachteiligt. So 

werden durch die LM-PCR nur etwa 65% der Insertionen erfasst. Aufgrund der 

unterbestimmten Anzahl an Virusinsertionen, könnten eventuelle phänotypische 

Veränderungen der Klone möglicherweise nicht auf die identifizierten Gene 

zurückzuführen sein. Um weitere Insertionen in den Klonen zu identifizieren, ist es 

notwendig, die LM-PCR mit mehreren Restriktionsenzymen durchzuführen.133 Auch eine 

geringere MOI wäre ein methodischer Ansatz, um die Anzahl der Virusinsertionen zu 

reduzieren. Genetische Veränderungen, die verantwortlich für einen veränderten Phänotyp 

sind, können dann schneller identifiziert werden. 

5.5 Charakterisierung der Klone 

Die abgeleiten Klone zeigten im Vergleich zu den Kontrollzellen eine gesteigerte 

Proliferation. Außerdem konnte mittels Softagarassay für Klon 4, 6 und 9 ein 

verankerungsunabhängiges Wachstum als Marker für eine maligne Transformation 

festgestellt werden. Bei Erreichen einer Konfluenz von 100% kam es bei Klon 4 und 6 zum 

Zellzyklusarrest. Klon 9 hingegen zeigte eine vollständig aufgehobene Kontaktinhibition. 

Die Serumabhängigkeit blieb in allen 3 Klonen erhalten. Bei Klon 6 wirkte sich der Entzug 

von Serum aus dem Kulturmedium jedoch nicht so stark auf die Proliferation aus, so dass 

dieser Klon die Proliferation bei niedrigeren Spiegeln an Wachstumsfaktoren 

aufrechterhalten kann. Auch in den Proliferationsanalysen zeigte Klon 6 im Vergleich zu 

Klon 4 und 9 eine gesteigerte Proliferation, was auch im Softagarassay beobachtet werden 

konnte. Im Nacktmausmodell konnte für keinen der abgeleiteten Einzelzellklone ein 

Tumorwachstum bestätigt werden. 
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Durch die Telomeraseaktivierung können FH-hTERT bereits unbegrenzt proliferieren, was 

eine essentielle Voraussetzung für die weitere Transformation ist. Die Immortalisierung 

allein reicht jedoch nicht aus, um eine vollständige Transformation auszulösen. In den 

abgeleiteten Klonen konnten nun verschiedene Phänotypveränderungen (als Folge der 

retroviralen Insertionsmutagenese) festgestellt werden, die mit der weiteren 

Transformation assoziiert sind. Die phänotypischen Veränderungen müssen nun mit den 

auslösenden genetischen Alterationen in Beziehung gesetzt werden. 

5.6 Expression betroffener Gene in Klon 4, 6 und 9 

Um Veränderungen in der Expression der eventuell von der Insertion des Provirus 

betroffenen Gene RIPK4 in Klon 4, MYCBP2 in Klon 6 und IL9RP2, MYOF, PLAG1, 

SNX7, MAML3 und PEX2 in Klon 9 zu detektieren, wurde eine effizienzkorrigierte 

qRT-PCR durchgeführt. Zusätzlich wurde die Expression der verschiedenen Gene in HuH7 

untersucht. Diese Tumorzelllinie wurde als zusätzliche Kontrolle für die qRT-PCR 

verwendet. Ein Vergleich der Expression in den untersuchten Klonen mit HuH7 war 

jedoch kein Kriterium für eine relevante Expressionsänderung, da das HCC ein sehr 

heterogener Tumor ist und HuH7 nur einen Teil der möglichen Veränderungen der 

Hepatokarzinogenese repräsentiert. 

Klon 4. Durch die Insertion kam es in Klon 4 trotz der +150 kb Entfernung des Provirus 

bis zum Transkriptionsstart des Gens zu einer 10-fachen Suppression der Expression von 

RIPK4. Auch Integrationen in regulatorische Bereiche können einen Einfluss auf die 

Genexpression des betroffenen Gens haben. So führte in einer anderen Studie das 

stromabwärts von Pim1 (Pim-1 oncogene) gelegene Provirus dazu, dass das virale 

Polyadenylierungssignal vor dem zellulären lag. Sequenzen, die für eine instabile mRNA 
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verantwortlich sind, waren nun nicht mehr in dem Transkript enthalten, was zu erhöhten 

Pim1 Proteinmengen führte.134,135 Im Fall von RIPK4 könnte eine Insertion in zelluläre 

Enhancer-Bereiche dafür verantwortlich sein, dass diese Bereiche zerstört und folglich die 

Expression von RIPK4 supprimiert wurde. 

Klon 6. In Klon 6 wurde die Expression von MYCBP2 durch die Insertion nicht verändert, 

obwohl sich das Provirus im 23. Intron des Gens befindet. Nach Guo und Kollegen bindet 

das Protein MYCBP2 in einer funktionell wichtigen Region des Proteins c-Myc.136 Es wird 

angenommen, dass diese Bindung entweder eine unterstützende oder regulierende Rolle 

für die transkriptionelle Aktivierung der c-Myc-Targetgene spielt. Außerdem wurde für 

MYCBP2 eine unterstützende Funktion in der S1P- und Insulin-induzierten 

mTOR-Aktivierung beschrieben.137 mTOR ist eine Proteinkinase, die in die Kontrolle des 

Zellwachstums involviert und in vielen Tumorentitäten aktiviert ist.138 Es ist demnach 

sinnvoll, Veränderungen von MYCBP2 ebenfalls auf Proteinebene zu untersuchen. 

Klon 9. Durch die Insertion des retroviralen Vektors kam es in Klon 9 bei den Genen 

SNX7, MYOF, MAML3 und PEX2 zu keinen wesentlichen Änderungen in der 

Genexpression. Eine weitere retrovirale Insertion wurde im Intron 2 von PLAG1 

identifiziert. Die Expression von PLAG1 wurde dabei um das 20-fache gesteigert. Das Gen 

könnte damit verantwortlich für den veränderten Phänotyp sein. Die Expression des 

Pseudogens IL9RP2 wurde nicht überprüft, da bisher nicht bekannt ist, ob das Gen 

normalerweise überhaupt transkribiert wird.115 
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5.7 RIPK4 und PLAG1 und deren Bedeutung für die 
Karzinogenese 

RIPK4. Das Protein RIPK4 ist eine Serin/Threonin-Kinase und gehört zu den RIPKinasen. 

Erstmalig beschrieben wurde RIPK4 als Protein Kinase C β- und δ-interagierendes Protein, 

wobei die funktionelle Bedeutung dieser Wechselwirkung noch nicht geklärt ist.139,140 Die 

Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen weisen zudem auf eine aktivierende 

Wirkung von RIPK4 auf NF-κB hin. Meylan und Kollegen konnten mittels einer 

RIPK4-Überexpression in 293T Zellen dosisabhängig NF-κB aktivieren.117 Eine 

Inaktivierung der Kinasedomäne des Enzyms führte schließlich zu einem kompletten 

Verlust der NF-κB-Aktivierung. Arbeiten mit verschiedenen DLBCL-Zelllinien (Diffuse 

large B-cell lymphoma) zeigten ebenfalls, dass eine Überexpression von RIPK4 eine 

Aktivierung von NF-κB zur Folge hat.116 Eine Inaktivierung von RIPK4 mittels RNAi 

hingegen, führte zu einer Suppression von NF-κB in diesen Zellen und verbesserte damit 

das Überleben in vitro. Außerdem wurde durch die Inaktivierung von RIPK4 die 

Sensitivität gegenüber Chemotherapeutika gesteigert und ein Tumorwachstum in 

immundefizienten Mäusen verhindert. 

NF-κB ist ein Proteinkomplex und fungiert als Transkriptionsfaktor im NF-κB-Signalweg, 

der von großer Bedeutung für die Regulation der Immun- und Entzündungsantwort, der 

Zellproliferation und der Apoptose ist. Wird der NF-κB-Signalweg aktiviert, kommt es zur 

Expression pro-inflammatorischer und anti-apoptotischer Gene.141-145 So wird das 

Überleben der Zellen sichergestellt und gleichzeitig eine Immunantwort ausgelöst, um den 

Organismus vor Infektionen und Verletzungen zu schützen. Wird der NF-κB-Signalweg 

jedoch aberrant verändert, kann es zu verschiedenen entzündungsassoziierten Krankheiten 
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und zur Tumorentstehung kommen.146-152 

PLAG1. Das Gen PLAG1 kodiert für ein Zinkfingerprotein und wurde als Onkogen 

erstmals in pleomorphen Adenomen der Speicheldrüse beschrieben.153,154 Eine große 

Anzahl der Adenome ist durch chromosomale Rearrangements und Translokationen 

charakterisiert, wobei häufig eine veränderte Genorganisation von PLAG1 detektiert 

wurde.154 Verschiedene Gene sind bereits als Translokationspartner beschrieben. So wurde 

zum Beispiel die Promotorregion von LIFR (Leukemia inhibitory factor receptor) vor den 

kodierenden Sequenzen des Gens PLAG1 gefunden.155 Einige Untersuchungen 

beschreiben außerdem die Bildung von Fusionsproteinen von PLAG1, z. B. zwischen 

PLAG1 und β-Catenin, SII/TCEA1 (Transcription elongation factor A (SII), 1) oder 

CHCHD7 (Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 7).156,157 Alle diese 

Ereignisse führen zu einer Überexpression von PLAG1. Weitere Studien machen deutlich, 

dass PLAG1 in die Entstehung von verschiedenen Tumorentitäten involviert ist. So wurde 

eine aberrante PLAG1-Expression in der humanen akuten myeloischen Leukämie, in 

Gebärmutterleiomyomen und in Tumoren des glatten Muskelzellgewebes detektiert.157-159 

Kürzlich wurde eine PLAG1 Überexpression in Hepatoblastomen beschrieben.160 Von 20 

Tumoren zeigten 19 eine stark erhöhte PLAG1-Expression. Das Expressionslevel war 

dabei 3- bis 12-mal höher verglichen mit gesundem Gewebe. 

Um zu überprüfen, ob die Gene RIPK4 und PLAG1 eine Relevanz in der humanen 

Hepatokarzinogenese haben, wurde die Expression der Gene zusätzlich in humanen 

HCC-Proben im Vergleich zu gesundem Lebergewebe mittels qRT-PCR ermittelt. In den 

humanen HCC-Proben wurde eine signifikante RIPK4-Suppression im Vergleich zu 

gesundem Lebergewebe detektiert. Klon 4 zeigte ebenfalls eine Suppression in der 
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RIPK4-Expression. RIPK4 könnte folglich für die Hepatokarzinogenese relevant sein. Für 

PLAG1 konnte in Klon 9 eine 20-fache Steigerung in der Expression festgestellt werden, 

wohingegen die humanen HCC-Proben keine signifikante Änderung in der 

PLAG1-Expression im Vergleich zur Kontrolle aufwiesen. PLAG1 scheint bei der Bildung 

eines HCC keine wesentliche Rolle zu spielen.  

5.8 HCC-Datenbankanalysen 

Um die Ergebnisse aus der qRT-PCR mit den HCC-Proben weiter abzusichern, wurden die 

Gene RIPK4 und PLAG1 zusätzlich in einer humanen HCC-Datenbank überprüft 

(OncoDB.HCC; Oncogenomic Database of Hepatocellular Carcinoma). Die Analysen 

bestätigten die Ergebnisse. In den untersuchten HCC-Proben konnte kein Anstieg in der 

PLAG1-Expression oberhalb des Cut off beobachtet werden (Abbildung 29). PLAG1 

scheint damit keine treibende Rolle in der Bildung eines HCC zu spielen, wohingegen eine 

transformierende Funktion bei der Entstehung eines Hepatoblastoms beschrieben ist (siehe 

5.7). Leider liegen uns keine Gewebeproben von Hepatoblastomen vor, so dass hier keine 

Validierung durchgeführt werden konnte. Unter Beachtung des Differenzierungsgrades der 

Ausgangszellen ist für FH-hTERT jedoch eine Transformation durch PLAG1 zu einer 

Hepatoblastomazelle ebenfalls plausibel. Da in der vorliegenden Arbeit das HCC und nicht 

die Genese eines Hepatoblastoms untersucht werden sollte, wurden hierzu keine 

zusätzlichen Experimente durchgeführt. 
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Abbildung 29: Expression von PLAG1 in HCC-Proben. Datenbankanalyse (Quelle: 
OncoDB.HCC). Expression von PLAG1 in HCC-Proben (T) im Vergleich zu normalem 
Lebergewebe (N). Blaue Balken zeigen die PLAG1-Expression in HBV-infizierten HCC-Proben. 
Rote Balken stehen für die Expression in HCV-infizierten Proben und grüne Balken für die 
Expression in Proben ohne Virusinfektion. Die gestrichelte Linie stellt den Cut off dar. 

Da Klon 9 eine vollständig aufgehobene Kontaktinhibition zeigt und durch die 

EGFP-Kopienzahlanalyse 22 Insertionen detektiert wurden, ist es sinnvoll die LM-PCR 

mit anderen Restriktionsenzymen zu wiederholen. Außerdem können die bereits 

identifizierten Gene weiter auf Proteinebene untersucht werden. Des Weiteren ist bekannt, 

dass integrierte Proviren auch über große Entfernungen (200 kb) noch Einfluss auf die 

Expression von Genen haben können. Eventuell sind Gene betroffen, die räumlich weiter 

vom Integrationsort entfernt sind. Außerdem sollte das Pseudogen IL9RP2 noch genauer 

betrachtet werden. Pseudogene sind unvollständige oder veränderte Kopien des originalen, 

proteinkodierenden Gens. Diese Gene fungieren nicht mehr als Vorlage für ein 

funktionales Protein und wurden lange Zeit als „DNA-Müll“ oder falsche Genkopien, die 

im Laufe der Evolution entstanden sind, beschrieben.161 Neben nicht-transkribierten gibt es 

jedoch auch Pseudogene, die umgeschrieben werden.162 Die nicht-kodierende RNA scheint 

dabei regulierend auf ihr Genpendant zu wirken. Piehler und Kollegen konnten durch einen 

spezifischen Knockdown von ABCC6P1 (ATP-binding cassette sub-family C member 6 

OncoDB.HCC: Oncogenomic Database of Hepatocellular Carcinoma
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pseudogene 1) die Expression der ABCC6 mRNA (ATP-binding cassette sub-family C 

(CFTR/MRP) member 6) verringern.163 Durch Veränderungen der physiologischen 

Umgebung, wie zum Beispiel im Falle einer Krankheit wie Diabetes mellitus, aber auch 

Krebs, kann es zu Veränderungen in der Expression der Pseudogene kommen.164-167 Im 

Prostatakarzinom konnte gezeigt werden, dass die Spiegel von PTEN/PTENP1 miteinander 

korrelieren.165 PTENP1 (Phosphatase and tensin homolog pseudogene 1) agiert als 

„miRNA Köder“, indem die RNA des Pseudogens die miRNA bindet und so die zelluläre 

Konzentration reduziert. PTEN entkommt damit dem Abbau durch miRNA. Aufgrund der 

Hinweise, dass Pseudogene regulatorische Eigenschaften besitzen, müssen für IL9RP2 

weitere Untersuchungen folgen. Da bisher nicht bekannt ist, ob das Pseudogen transkribiert 

wird und so eine qRT-PCR nicht möglich ist, könnte man die Genexpression des 

Genpendants IL9R auf Änderungen überprüfen. 
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Für RIPK4 haben die Datenbankanalysen gezeigt, dass das Gen in zahlreichen 

HCC-Proben, wie auch in Klon 4, herunterreguliert ist (Abbildung 30). Die 

RIPK4-Suppression könnte demzufolge eine relevante treibende genetische Veränderung 

in der humanen Hepatokarzinogenese darstellen. 

 
Abbildung 30: Expression von RIPK4 in HCC-Proben. Datenbankanalyse (Quelle: 
OncoDB.HCC). Expression von RIPK4 in HCC-Proben (T) im Vergleich zu normalem 
Lebergewebe (N). Blaue Balken zeigen die RIPK4-Expression in HBV-infizierten HCC-Proben. 
Rote Balken stehen für die Expression in HCV-infizierten Proben und grüne Balken für die 
Expression in Proben ohne Virusinfektion. Die gestrichelte Linie stellt den Cut off dar. 

5.9 Auswirkungen der Expressionsänderung von RIPK4 auf 
NF-κB in Klon 4 

Wie bereits zuvor beschrieben, ist RIPK4 in der Lage NF-κB zu aktivieren. Zur 

NF-κB-Familie gehören RELA (v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A), 

REL (v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog), RELB (v-rel 

reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B), p50 (Nuclear factor of kappa light 

polypeptide gene enhancer in B-cells 1) und p52 (PC4 and SFRS1 interacting protein 1), 

welche Homo- oder Heterodimere bilden. Normalerweise liegen diese Dimere durch 

Inhibitoren inaktiviert in der Zelle vor. Zu den Inhibitoren gehören beispielsweise IκBα 

(Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha), 

OncoDB.HCC: Oncogenomic Database of Hepatocellular Carcinoma
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IκBβ (Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, beta) 

und IκBγ (Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase gamma). 

Die Aktivierung von NF-κB wird durch den IκB Kinase-Komplex (IKK) kontrolliert. IKK 

besteht aus den zwei katalytischen Untereinheiten IKKα (Conserved helix-loop-helix 

ubiquitous kinase) und IKKβ (Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in 

B-cells, kinase beta) und der regulatorischen Untereinheit NEMO (Inhibitor of kappa light 

polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase gamma). Durch proinflammatorische 

Zytokine, bakterielle und virale Produkte, γ-Strahlung, UV-Licht und oxidativen Stress 

wird über Rezeptoren der TNFR (Tumor necrosis factor receptor)- und TLR (Toll-like 

receptor)-Familie der kanonische NF-κB-Signalweg aktiviert. IKK phosphoryliert die 

Inhibitoren IκB, die dann degradiert werden. Die NF-κB-Dimere können daraufhin in der 

Zelle akkumulieren und gelangen schließlich in den Nukleus. Dort wird die Transkription 

von anti-apoptotischen und immunregulatorischen Genen aktiviert und der Organismus 

kann vor Verletzungen und Infektionen geschützt werden (Abbildung 31).168  
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Abbildung 31: Der kanonische NF-κB-Signalweg. NF-κB-Dimere sind normalerweise mit dem 
Inhibitor IκB assoziiert und damit inaktiv. Durch die Stimulierung von Rezeptoren der TNFR- oder 
der TLR-Familie wird der IκB Kinase-Komplex (IKK) aktiviert. Dieser phosphoryliert IκB, was 
zum Abbau des Inhibitors führt. Freigewordene NF-κB-Dimere gelangen nun in den Nukleus und 
aktivieren Gene mit pro-inflamatorischen und anti-apoptotischen Funktionen. 

Um die Auswirkungen der Expressionsänderung von RIPK4 auf den NF-κB-Signalweg in 

Klon 4 zu untersuchen, wurde ein dualer Luziferase-Reporterassay durchgeführt. Im 

Vergleich zu FH-hTERT war die NF-κB-Aktivität in diesem Klon signifikant reduziert. 

Eine Suppression in der RIPK4-Expression könnte demnach die Inhibierung des 

NF-κB-Signalwegs in Klon 4 zur Folge gehabt haben, wie dies auch in anderen 

Zellsystemen bereits gezeigt wurde (siehe 5.7). 

Eine aberrante Aktivierung des Signalwegs führt zu entzündungsbedingten Krankheiten 

und zur Krebsentstehung. In nicht-immunen, epithelialen und parenchymalen Zellen kann 

es jedoch auch durch eine Inhibierung des NF-κB-Signalwegs zu einer schweren 

Entzündung kommen. So führt eine Suppression von NF-κB in Leberparenchymzellen 

(LPC - Hepatozyten und Gallengangsepithelzellen) zu Schäden. Mäuse mit einem 
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LPC-spezifischen Knockdown von NEMO (NEMOLPC-KO) entwickeln spontan eine 

chronische Hepatitis mit erhöhter Apoptose von Hepatozyten, Leberentzündung, Steatose 

und kompensierende Proliferation von Hepatozyten.152 Durch die anhaltende Schädigung 

kommt es in diesen Mäusen schließlich zur HCC-Entstehung. Eine LPC-spezifische 

Inhibierung von FADD (Fas (TNFRSF6)-associated via death domain), ein für die 

rezeptorgesteuerte Apoptose essentielles Adaptermolekül, oder die Gabe des Antioxidans 

Butyl-Hydroxyl-Anisol konnte die Apoptose, die Entzündung und die Steatose in 

NEMOLPC-KO verhindern. Damit ist die gesteigerte Apoptose der Prozess, der die 

chronische Schädigung in diesen Mäusen vorantreibt. Eine NF-κB-Inhibierung führt auch 

in Epithelzellen des Intestinums und in der Haut zur Entwicklung von verschiedenen 

entzündungsassoziierten Krankheiten. Da die Inhibierung von NF-κB im zentralen 

Nervensystem, im Pankreas und in der Skelettmuskulatur keine Auswirkung zeigt, scheint 

dieser Mechanismus nur auf bestimmte Gewebe beschränkt zu sein.168 Ist die 

NF-κB-Aktivität in diesen Geweben normal, bleibt die Homöostase erhalten. Kommt es 

jedoch zu einer aberranten (In-)Aktivierung von NF-κB, werden entzündungsassoziierte 

Krankheiten gefördert. 

Mittels retroviraler Insertionsmutagenese kam es in Klon 4 zu einer Suppression der 

RIPK4-Expression. Außerdem wurde in diesem Klon eine Verringerung der 

NF-κB-Aktivität nachgewiesen. Da ein gestörtes Gleichgewicht im NF-κB-Signalweg zu 

Tumorentstehung in der Leber führen kann, könnten die Alterationen in Klon 4 zu einem 

veränderten Phänotyp mit Tumormerkmalen beigetragen haben (z. B. über eine gestörte 

DNA-Schadensantwort durch verminderte NF-κB-Aktivität). Damit scheint ein neuer 

Mechanismus in der humanen Hepatokarzinogenese mit RIPK4 als möglichem 
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Tumorsuppressor aufgedeckt. 
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5.10 Zusammenfassung und Ausblick 

Die molekulare Pathogenese des HCC ist bisher nicht vollständig verstanden. Eine 

Stabilisierung der Telomere stellt eine notwendige, jedoch nicht hinreichende 

Voraussetzung für eine maligne Transformation humaner Hepatozyten dar. Zur 

Identifizierung weiterer und für die mehrstufige Hepatokarzinogenese relevanter 

Veränderungen wurden in FH-hTERT mittels retroviraler Insertionsmutagenese genetische 

Veränderungen induziert. Es konnte für alle drei abgeleiteten Klone (Klon 4, 6 und 9) ein 

veränderter prämaligner Phänotyp nachgewiesen werden. So entwickelten alle Klone ein 

verankerungsunabhängiges Wachstum. Klon 9 zeigte außerdem eine vollständig 

aufgehobene Kontaktinhibition. Die Serumabhängigkeit blieb allerdings bei allen 

abgeleiteten Einzelzellklone erhalten und auch im Nacktmausmodell konnte kein 

Tumorwachstum bestätigt werden. Die Virusinsertion nahe RIPK4 in Klon 4 hatte eine 

10-fache Suppression der RIPK4-Expression zur Folge, wohingegen die Insertion im 

Intron 23 des Gens MYCBP2 bei Klon 6 zu keiner Änderung in der Expression des Gens 

führte. In Klon 9 wurde die Expression von PLAG1 aufgrund einer Virusinsertion im 

Intron 2 um das 20-fache gesteigert. Die qRT-PCR mit HCC-Proben und die HCC-

Datenbankanalysen zeigten für PLAG1 keinen Anstieg in der Expression, so dass eine 

PLAG1-Aktivierung scheinbar keine Rolle für die Entstehung eines HCC spielt, aber als 

ein treibendes Gen in der Entstehung eines Hepatoblastoms beschrieben wurde. Für RIPK4 

konnte, wie auch in Klon 4, eine Suppression in der Expression in HCC-Proben 

nachgewiesen werden. Demzufolge ist eine RIPK4-Suppression in unserem Modellsystem 

eine treibende genetische Veränderung („Second hit“) in der Transformation 

proliferierender Leberzellen. Da RIPK4 den NF-κB-Signalweg aktivieren kann, wurden 

die Auswirkungen der Expressionsänderung von RIPK4 auf NF-κB in Klon 4 untersucht. 
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Hier fand sich eine Reduktion in der NF-κB-Aktivität. Eine Inhibierung des NF-κB-

Signalwegs in der Leber führt möglicherweise ebenso wie eine aberrante Aktivierung zu 

entzündungsassozierten Veränderungen und zur Tumorentstehung. Eine verringerte NF-

κB-Aktivität, ausgelöst durch RIPK4, könnte in Klon 4 demnach zu einem veränderten 

Phänotyp mit Tumormerkmalen beigetragen haben. Damit scheint ein neuer Mechanismus 

in der frühen humanen Hepatokarzinogenese mit RIPK4 als möglichem Tumorsuppressor 

aufgedeckt. 

Um den Mechanismus von RIPK4 als neue relevante genetische Veränderung in der 

humanen Hepatokarzinogenese zu bestätigen, müssen nun gezielte Manipulationen 

(z. B. RNAi) in FH-hTERT erfolgen. Außerdem können Mausmodelle (z. B. transiente 

Suppression von RIPK4 in MDR2-/--Mäusen) hilfreich sein, um die Hypothese weiter zu 

untersuchen. Die Identifikation einer RIPK4-Suppression als relevantes frühes Ereignis in 

der humanen Hepatokarzinogenese kann die Möglichkeit zur Entwicklung neuer 

diagnostischer und therapeutischer sowie möglicherweise auch präventiver Verfahren 

eröffnen. So könnte die RIPK4-Suppression als Marker für ein erhöhtes Risiko für eine 

maligne Transformation verwendet werden. Außerdem könnte eine gezielte 

Genaktivierung bei Patienten mit einer RIPK4-Suppression zur Tumortherapie eingesetzt 

werden. 
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7 Abkürzungen 

A. bidest.   Zweifach destilliertes Wasser  

ALT     ALT-Mechanismus; Alternativer Weg der Telomerverlängerung 

bp      Basenpaar 

cDNA    Complementary desoxyribonucleic acid 

Chr    Chromosom 

c-Myc    v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 

Ct      Ct-Wert; Schwellenwert-Zyklus 

DMEM   Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DNA     Desoxyribonucleic acid 

EDTA    Ethylendiamintetraacetat  

EGFP    Enhanced green fluorescent protein 

env     das Gen env codiert für die viralen Hüllproteine 

FACS     Fluorescence activated cell sorting 

FH     fetale Hepatozyten 

FH-hTERT   Telomerase-immortalisierte humane fetale Hepatozyten 

gag    das Gen gag kodiert für Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidproteine 

HBV    Hepatitis B Virus 

HCC    Hepatozelluläres Karzinom 

HepG2    Leberkarzinomzelllinie 

HIV    humanes Immundefizienz-Virus 

H-ras    Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog 

HuH7     Leberkarzinomzelllinie 

IGF2    Insulin-like growth factor 2 

IKK    IκB Kinase-Komplex 

IL9RP2   Interleukin 9 receptor pseudogene 2 

INPP4B    Inositol polyphosphate-4-phosphatase, type II 

kb      Kilobasen 

LM-PCR   Ligation-mediated polymerase chain reaction 

LPC    Hepatozyten und Gallengangsepithelzellen 

LTR    Long terminal repeats 
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MAML3   Mastermind-like 3 

MLV    Maus-Leukämie-Virus 

MOI    Multiplicity of infection 

MOPS    3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure 

mRNA    Messenger RNA 

miRNA   microRNA 

mTOR    Mammalian target of rapamycin 

MYCBP2   MYC binding protein 2 

MYOF   Myoferlin 

NEMO    Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase γ  

NF-κB    Nuclear factor of kappa light polypeptide gene in B-cells 1 

PCR     Polymerase chain reaction 

PBS     Phosphate Buffered Saline 

PD     Populationsverdopplung 

PEX2    Peroxisomal biogenesis factor 2 

PI     Propidiumiodid 

PLAG1   Pleiomorphic adenoma gene 1 

pol  pol kodiert für virale Protease, reverse Transkriptase und Integrase 

PTEN    Phosphatase and tensin homolog 

p21    Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A 

p53    Tumor protein p53 

qRT-PCR   quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction  

RIPK4    Receptor-interacting serine-threonine kinase 4 

RLU    Relative light unit 

RNA     Ribonucleic acid 

RNAi     RNA-Interferenz 

SNX7    Sorting nexin 7 

TERC     Telomerase RNA Komponente 

TERT     Telomerase Reverse Transkriptase 

Tpl-2    Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8 

TRF1    Telomeric repeat binding factor 1 

TRF2    Telomeric repeat binding factor 2  

TSS    Transkriptionsstart 
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