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Fragestellung und Ziele der Arbeit

1. Fragestellung und Ziele der Arbeit

Eine charakteristische Eigenschaft maligner Tumoren ist ihre unbegrenzte
Teilungsfahigkeit. Diese beruht vermutlich unter anderem auf einer pathologischen
Aktivitdt der Telomerase, die in Uber 90% aller Malignome nachgewiesen werden
konnte. Durch welchen Mechanismus es zur Aktivierung dieses Enzyms in den
Tumoren kommt, ist noch nicht hinreichend geklart. Kirzlich wurden allerdings
Mutationen des hTERT-Promoters beschrieben (kodierend fir die funktionelle
Untereinheit der Telomerase), die als eine mogliche Erklarung herangezogen werden
konnten. Diese sogenannten ,Hotspot-Mutationen“ konnten jedoch nur in einem
kleinen Prozentsatz der bislang untersuchten Tumoren nachgewiesen werden. In
Zukunft konnten diese Mutationen moglicherweise im Rahmen der Diagnostik und
Therapie maligner Tumoren eine wichtige Rolle spielen; daher ist die Kenntnis
daruber, in welchen Tumoren und Tumorsubtypen und in welcher
Haufigkeitsverteilung diese Mutationen vorliegen, von gro3em Interesse.

Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb herauszufinden, ob und gegebenenfalls in
welchem Prozentsatz hTERT Promoter-Mutationen in lebereigenen Tumoren
(Hepatozellularen Karzinomen, Intrahepatischen Cholangiozellularen Karzinomen
und Hepatozellularen Adenomen) nachgewiesen werden koénnen. Die bereits
vorhandene Studie, die eine hTERT Promoter-Mutation in Hepatozellularen
Kazinomen nachweist (Nault et al. 2013), sollte anhand dieser Arbeit mit eigenen
Daten erganzt und weitere Daten hinsichtlich der hTERT Promoter-Mutationen in
Hepatozellularen Adenomen gesammelt werden. In der Fachliteratur finden sich
meines Wissens nach bislang keine Angaben zu hTERT Promoter-Mutationen bei
Intrahepatischen Cholangiozellularen Karzinomen, weswegen ein wesentlicher
Aspekt dieser Arbeit die erstmalige Untersuchung eben dieser Tumorentitat darstellt.

Zusammenfassend sollte das Verstandnis fur die Genese dieser Tumoren vertieft
und im Optimalfall der Grundstein fur neue Therapieansatze und Diagnoseverfahren
gelegt werden.
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2. Einleitung

2.1. Telomere und Telomerase

Telomere sind hochspezialisierte DNA-Protein-Strukturen an den Enden der
Chromosomen. Sie beinhalten nicht-kodierende DNA, besitzen aber dennoch
mehrere aulderst wichtige Funktionen. So verhindern sie beispielsweise eine
chromosomale Endfusion, eine irregulare chromosomale Rekombination und sie
sichern die chromosomale Position innerhalb des Zellkernes (Quaas 2006,
Gramatges und Bertuch 2013).

In Wirbeltieren bestehen die Telomere aus einer repetitiven Abfolge aus den 6
Nukleotiden 5-TTAGGG-3°, deren Anzahl an Wiederholungen je nach Spezies
variiert. Humane Telomere bestehen in etwa aus 500 — 2.000 Repetitionen, d.h. aus
ca. 300 — 12.000 Basen (Gancarcikova et al. 2010, de Lange et al. 1990).

GroRtenteils liegt die DNA der Telomere doppelstrangig vor, doch sie endet in einem
Guanin-reichen 3‘-Uberhang, welcher (blicherweise an beiden Enden des
Chromosoms vorkommt. Beim Menschen besitzt dieser 3‘-Uberhang in etwa eine
Lange von 100 — 280 Nukleotiden (Webb et al. 2013, Wright et al. 1997).

Die Telomere bilden eine lassoférmige Schlaufe, welche ,telomere loop“ (T-Loop)
genannt wird (siehe Abbildung 1. A) und B)) (Webb et al. 2013, Griffith et al. 1999).
Den Telomeren assoziiert ist der Shelterin-Komplex, eine Gruppe von 6
untereinander und mit anderen Zellkomponenten agierenden Proteinen (siehe
Abbildung 1. C)). Vom Shelterin-Komplex wird angenommen, dass er unter anderem
an der Regulation der Telomer-Lange beteiligt ist, die Struktur der Telomere schutzt
und eine Fusion der Chromosomen verhindert. Der Shelterin-Komplex besteht aus
den Proteinen TRF1 und TRF2 (,telomeric-repeat binding factor 1 und 2), POT1
(,protection of telomeres® 1), TPP1 (,TIN2- and POT1-interacting protein“ 1), TIN2
(,TRF1-interacting nuclear protein“ 2) und Rap1 (,repressor/activator protein® 1)
(Dhaene et al. 2000, Quaas 2006, Cristofari et al. 2007, Abreu et al. 2010).
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Abbildung 1.: A) Darstellung des Aufbaus der chromosomalen Enden (Telomeren) in Schlaufenform
(T-Loop). Quelle: (A2). B) Darstellung der T-Loop und des 3‘-Uberhangs der Telomeren. Quelle: (A1).
C) Aufbau des an die Telomeren gebundenen Shelterin-Komplexes aus den sechs Proteinen TRF1,
TRF2, RAP1, TIN2, TPP1 und POT1. Quelle: (A3)

TRF1 und TRF2 binden an die doppelstrangige DNA der Telomere (Lewis und
Wuttke 2012). TRF1 ist vermutlich fur die Regulation der Lange der Telomere
zustandig (Garton und Laughton 2013), wahrend TRF2 eine wesentliche Rolle bei
der Bildung der T-Loop spielt und somit den einzelstrangigen 3‘-Uberhang der
Telomere vor DNA-Reperatur-Mechanismen und vor der Telomerase schitzt. POT1
bindet an die Einzelstrang-DNA des 3‘“-Uberhangs und scheint ebenfalls die
Telomerase zu inhibieren. Rap1 bindet Uber TRF2 an das Telomer und ist unter
anderem an der Regulation der Telomeren-Lange beteiligt und unterstutzt die
Stabilitat der Telomere (Baumann und Price 2010, Cristofari et al. 2007, Duong und
Sahin 2013).

TPP1 verbindet mit Hilfe von TIN2 die am telomerischen Doppelstrang bindenden
Proteine TRF1 und TRF2 (und das an TRF2 gebundene Rap1) und das am
einzelstrangigen 3‘-Uberhang positionierte Protein POT1 und ermdglicht somit deren
Zusammenspiel. So kann unter anderem eine Brlcke zwischen Doppelstrang- und
Einzelstrang-DNA des Telomers gebildet werden, wodurch die oben erwahnte
geschlossene T-Loop entsteht und somit der 3‘-Uberhang fiir die Telomerase
unzuganglich gemacht wird (Baumann und Price 2010, Cristofari et al. 2007). TPP1
ist darUber hinaus die erste Komponente des Shelterin-Komplexes, fur die eine
direkte physische Interaktion mit der Telomerase nachgewiesen wurde - die
Interaktion wirkt sich stimulierend auf die enzymatische Aktivitat der Telomerase aus.
Der TPP1- POT1-Komplex wurde vermutlich in seiner Struktur und Funktion im
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Rahmen der Evolution konserviert, da er so auch heutzutage noch in Protozoen
gefunden wird (Cristofari et al. 2007).

In kirzeren Telomeren ist der die einzelnen Proteine verbindende Shelterin-Komplex
weniger stabil. Dadurch ist die Wahrscheinlichkeit groRer, dass das Telomer in
linearer Form vorliegt und somit der Telomerase zuganglich gemacht wird (Baumann
und Price 2010).

In der S-Phase (Synthesephase) des Zellzyklus wird die DNA repliziert. Dabei bindet
die DNA-Polymerase am jeweiligen Matritzenstrang und wandert an ihm entlang in
3-5" Richtung. Dabei synthetisiert die Polymerase einen komplementaren Strang,
welcher folglich in 5-3° Richtung gebildet wird. Die Doppelstrang-DNA wird
wahrenddessen nach und nach mit dem Fortschreiten der Polymerase in zwei
Einzelstrange getrennt. Der Leitstrang wird kontinuierlich synthetisiert, wahrend der
Folgestrang diskontinuierlich in sogenannten Okazaki-Fragmenten komplementar
synthetisiert wird (siehe Abbildung 2. A)). Die DNA-Polymerase bendtigt ein
Startmolekul, dieses wird Primer genannt und im weiteren Verlauf der Replikation
wieder entfernt. Die Primer bestehen aus RNA-Nukleotiden und besitzen ein freies
3-Ende, an das die neuen komplementaren DNA-Nukleotide gebunden werden. Die
aufgrund der diskontinuierlichen Synthese entstehenden Licken im Folgestrang
werden anschliellend geschlossen, indem die Okazaki-Fragmente als Primer fur die
DNA-Polymerase fungieren. Beim Leitstrang liegt der Primer jedoch am Ende des
linearen Chromosoms; die nach seiner Entfernung entstehende Licke kann nicht
geflllt werden und verbleibt (siehe Abbildung 2. B)). Somit kommt es bei jeder
Replikation zu einem Verlust von 50-200 Basenpaaren (bp) am 5-Ende des
Chromosoms. Dies wird solange toleriert, bis der kumulative Verlust das sogenannte
Hayflick-Limit erreicht, das heil3t eine kritische Telomerenlange erreicht ist. Danach
setzt ein Zellschadigungssignal ein, welches einen Replikationsstop oder eine
Apoptose der Zelle bewirkt. Wirde sich die Zelle dennoch Uber das Hayflick-Limit
hinaus weiter teilen, kdme es zu genetischer Instabilitdt (Fusion chromosomaler
Enden, irregulare Rekombination und Verlust genetischer (kodierender)
Informationen) (Quaas 2006, Schneider-Stock et al. 2002).
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Abbildung 2.: A) Der DNA-Doppelstrang zum Zeitpunkt der Replikation. Aufspaltung in zwei
Einzelstrange und Synthese des komplementaren Stranges in 5'-3‘-Richtung. Dabei wird der
Leitstrang kontinuierlich gebildet und der Folgestrang diskontinuierlich, d.h. aus Okazaki-Fragmenten,
welche anschliefend durch die DNA-Polymerase und DNA-Ligase verbunden werden. Quelle: (A4) B)
Der DNA-Doppelstrang zum Zeitpunkt der Replikation. Darstellung der Primer, welche als
Startmolekul fir die DNA-Polymerase benotigt werden und nach der Replikation wieder entfernt
werden. Darstellung des dadurch entstehenden Verlustes von Basenpaaren am 5'-Ende des
Chromosoms. Quelle: (A5)

%Eé":

Zusammenfassend sind die Telomere unserer Chromosomen demnach nicht nur
daflr zustandig, eine chromosomale Endfusion und eine irregulare chromosomale
Rekombination zu verhindern und die chromosomale Position innerhalb des
Zellkernes zu sichern (Quaas 2006, Gramatges und Bertuch 2013), sondern sie
stellen auch sicher, dass trotz haufiger Replikationen und damit einhergehender
Verkurzung der DNA keine kodierenden Abschnitte der DNA verloren gehen.

In den meisten Geweben des adulten menschlichen Koérpers konnen die Telomere
nicht verlangert werden. Das heil3t, dass es nur zu einer begrenzten Anzahl von
Zellteilungen kommen kann, bis das Hayflick-Limit erreicht ist. In Geweben mit hoher
Proliferationsrate, wie beispielsweise Schleimhaute und Knochenmark oder auch
wahrend der Embryonalentwicklung, wirde dies zu einer verfrihten Zellalterung
fuhren. Deswegen sind hier Mechanismen notig, durch die sich die verkurzenden
Telomere immer wieder verlangern konnen.

Die Verlangerung der Telomere kann auf zwei verschiedene Weisen erreicht werden:
entweder Uber die — auch in mehr als 90% der malignen Tumoren nachweisbare —
Expression der Telomerase (Hukezalie und Wong 2013, siehe unten) oder Uber eine
telomeraseunabhangige alternative Telomerenverlangerung (ALT), bei der es zu
einer homologen Rekombination kommt. Letztere ist nach heutigem Kenntnisstand
jedoch relativ selten wursachlich fur die unbegrenzte Teilungsfahigkeit von
Tumorzellen (in etwa 3,73% aller Malignitaten), wobei sie vorzugsweise in Tumoren
mesenchymaler und neuroepithelialer Herkunft gefunden wird (Heaphy et al. 2011).
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Die Telomerase ist eine spezialisierte Reverse Transkriptase, deren Hauptaufgabe
es ist, die Telomerenlange aufrecht zu halten (Hukezalie und Wong 2013). Dieser
etwa 1000kda grofRe Ribonukleoproteinkomplex besitzt eine RNA-Matritze, die
sogenannte humane Telomerase-RNA (hTR), welche aus den 11 Nukleotiden 3'-
CAAUCCCAAUC-5' besteht. Sie wird als Vorlage verwendet, um an den 3‘-Uberhang
der Telomeren repetitiv das Hexanukleotid 5-GGTTAG-3' anzulagern und somit die
Telomeren zu verlangern (siehe Abbildung 3 A)). Diese einzelstrangige Verlangerung
der DNA am 3-Ende der Telomeren wird anschlieBend mit Hilfe der zelleigenen
DNA-abhangigen DNA-Polymerase komplementar zu einem Doppelstrang erganzt
(siehe Abbildung 3B)) (Hukezalie und Wong 2013, Quaas 2006). Die katalytische
Untereinheit der humanen Telomerase ist die sogenannte humane Telomerase
reverse Transkriptase (hTERT), ein 127kDA Protein bestehend aus 1132
Aminosauren. Das hierfur kodierende 40kb Gen befindet sich auf Chromosom 5
(5p15.33), das fur die hTR kodierende DNA-Segment liegt auf Chromosom 3
(3g26.3). Beiden Untereinheiten sind Proteine angelagert; hTR assoziiert sind
beispielsweise Dyskerin, NHP2, NOP10 und hTEP1, an hTERT gebunden finden
sich unter anderem HSP 70, 90 und p23, C1 und C2 (siehe Abbildung 3C)). Diese
Proteine spielen vermutlich unter anderem eine Rolle bezuglich der Stabilitat,
Aktivitat und Lokalisation der Telomerase innerhalb der Zelle und schutzen sie vor
Angriffen von Proteasen (Dhaene et al. 2000, Quaas 2006).
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Abbildung 3.: A) Funktionsweise der Telomerase. Anlagerung der RNA-Matritze (hTR) am 3'-
Uberhang der Telomeren und dessen Verlangerung komplementar zur Matritze um das Hexanukleotid
5-GGTTAG-3'. Quelle: (A6) B) Verlangerung des 3‘-Uberhangs durch die Telomerase. AnschlieRend
komplementare Ergdnzung zum Doppelstrang durch die DNA-Polymerase. Der fur die Arbeit der
Polymerase bendtigte Primer wird anschlieBend entfernt, wodurch das 5'-Ende des komplementar
synthetisierten Stranges verkirzt ist. Quelle: (A7) C) Aufbau der Telomerase aus den Untereinheiten
hTR (humane Telomerase-RNA), dem katalytischen Zentrum hTERT (humane Telomerase reverse
Transkriptase) und angelagerten Proteinen. Quelle: (A8)

Physiologischerweise ist die Telomerase wahrend der Embryonalentwicklung bis zur

20. Gestationswoche in fast allen Geweben aktiv. In der anschlieRenden
10
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Fetalentwicklung sind hinsichtlich der Aktivitat der Telomerase bereits Unterschiede
zwischen den einzelnen Geweben nachweisbar. So ist eine Telomerase-Expression
in Leber, Hoden, Lunge und Milz langer feststellbar als beispielsweise in Herz,
Nieren und Gehirn. Die lange nachweisbare Aktivitat der Telomerase in Leber und
Milz hangt vermutlich mit der dort stattfindenden Hamatopoese wahrend der Fetalzeit
zusammen. Die Expression der Telomerase nimmt mit zunehmendem Alter ab,
sodass sie beim Erwachsenen nur noch im Knochenmark, in aktivierten
Lymphozyten, in den Epithelien der Haut und Schleimhaute, dem Endometrium und
den Hoden nachweisbar ist (Collins und Mitchell 2002, Ulaner et al. 1998, Quaas
2006).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Telomerase physiologisch in
jenen Geweben aktiv ist, die von einer hohen Proliferationsrate gekennzeichnet sind,
wie dies wahrend der menschlichen Entwicklungsphase beim Gewebewachstum und
der Gewebsentwicklung und beim Adulten in einigen spezialisierten Geweben der
Fall ist. Beim Erwachsenen bleibt in eben diesen Zellen mit hohem Teilungsbedarf
die Telomerase aktiviert, um die Lange der Telomere konstant zu halten, doch im
Uberwiegenden Teil der somatischen Zellen des Erwachsenen ist keine Telomerase-
Aktivitat mehr nachweisbar. Dies bedeutet, dass dort die Telomere mit jeder
Zellteilung kirzer werden (Quaas 2006, Ulaner et al. 1998). Bedeutsam wird dies
auch fur das Abschatzen des Nebenwirkungspotentials im Rahmen eines maoglichen
therapeutischen Einsatzes Telomerase-hemmender Medikamente.

Kommt es zu einer pathologischen Aktivitatsminderung oder -—steigerung der
Telomerase, so kann dies schwerwiegende Folgen nach sich ziehen.

Eine Funktionseinschrankung der Telomerase spielt beispielsweise bei der
Dyskeratosis congenita (DKC) eine wichtige Rolle. Bei dieser Erkrankung kommt es
haufig zu einer Mutation im Gen DKC1 (Xq28), welches fur das Protein Dyskerin
kodiert. Dyskerin ist nicht nur fir die Produktion von ribosomaler RNA notwendig,
sondern bindet auch an die RNA-Matritze der Telomerase (hTR) und spielt dort eine
wichtige Rolle bei deren Stabilisation und beim Aufbau des Telomerase-Komplexes.
Bei der Dyskeratosis congenita kommt es unter anderem durch die gestorte
Dyskerin-Funktion zu Funktionseinschrankungen der Telomerase und dadurch zu
verkurzten Telomeren. Dies fuhrt zu einem klinischen Bild, bei dem besonders die
Gewebe mit einer hohen Proliferationsrate fruhzeitig von pathologischen
Erscheinungen betroffen sind. So imponieren Kinder mit Dyskeratosis congenita mit
Panzytopenien, pramalignen Leukoplakien der Schleimhaute, Schleimhaut-
ulzerationen, Nageldystrophien, Pigmentationsstérungen der Haut und schweren
Lungengerust- und -gefallerkrankungen. Auch Knochenmarkdepressionen konnen
auftreten und aus der mit verkurzten Telomeren einhergehenden genetischen
Instabilitat resultieren haufig Malignome. Andere Erkrankungen, die meist auf einer
Insuffizienz der Telomerase und einer damit assoziierten Verkirzung der Telomere
beruhen, sind etwa die Aplastische Anamie und die Idiopathische Lungenfibrose. Bei
all diesen Erkrankungen wird deutlich, welch bedeutende Rolle die ausreichende
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Funktionalitat der Telomerase spielt (Dokal 2000, Dokal und Vulliamy 2003, Marrone
und Dokal 2004, Quaas 2006).

Doch auch eine pathologische (Re-)Aktivierung und Aktivitatssteigerung der
Telomerase kann dramatische Folgen haben. In den meisten somatischen Zellen
liegt physiologisch eine Inaktivierung der Telomerase vor, die vermutlich durch ein
Zusammenspiel zahlreicher Faktoren (unter anderem auf Ebene der Transkription mit
Hilfe des Zinkfinger-Transkriptionsfaktors MZF-2 und epigenetischer Prozesse, aber
auch durch post-translationale Regulierung oder etwa alternatives Splicing von
hTERT) erreicht wird (Cifuentes-Rojas und Shippen 2012). Die Verkirzung der
Telomere bei jeder Zellteilung stellt einen wichtigen tumorsuppressiven
Mechanismus dar, denn durch sie wird die Proliferationskapazitat der Zellen limitiert
(Kong et al. 2013). Kommt es jedoch zu einer pathologischen (Re-)Aktivierung der
Telomerase, konnen sich die Zellen unbegrenzt replizieren und somit Tumoren
entstehen. Da die unbegrenzte Teilungsfahigkeit ein Kennzeichen maligner Zellen
ist, Uberrascht es nicht, dass Uber 90% aller Tumoren eine Telomerase-Aktivitat
aufweisen (Hukezalie und Wong 2013).

Die Telomerase-(Re-)Aktivierung tritt in den verschiedenen Tumorentitaten zu
unterschiedlichen Zeitpunkten auf. In manchen Fallen lasst sich eine Telomerase-
Aktivitat bereits in praneoplastischen oder in-situ-Veranderungen nachweisen, zum
Teil lasst sich die Telomerase-Aktivitat erst mit fortschreitender Tumorprogression
dokumentieren (Hiyama und Hiyama 2003, Quaas 2006). Ob bei den Tumoren mit
Telomerase-Aktivitat die Telomerase-Expression reaktiviert wird oder ob die
Tumoren mdglicherweise von Stammzellen ausgehen, in denen die Expression
ohnehin nie inaktiviert war, konnte bisher noch nicht hinreichend geklart werden
(Quaas 2006).

Nur hTERT und die RNA-Matritze (hTR) scheinen fur eine Funktionsfahigkeit der
Telomerase notig zu sein, auf die assoziierten Proteine kann vermutlich verzichtet
werden. Doch der Nachweis von hohen hTR-mRNA-Konzentrationen korreliert nicht
zwangsweise mit einer Telomerase-Aktivitat; somit kann dieses Merkmal nicht zur
Telomerase-Aktivitatsbestimmung herangezogen werden. Welche Funktion hTR hier
Ubernimmt ist bisher unklar (Collins und Mitchell 2002, Hiyama und Hiyama 2003,
Quaas 2006, Hukezalie und Wong 2013).

Anders verhalt es sich mit dem Nachweis der hnTERT-mRNA. Gewebe, in denen die
komplette hTERT-mRNA nachgewiesen werden kann, weisen gleichzeitig immer
eine Telomerase-Aktivitat auf. Dabei gilt es jedoch zu beachten, dass lediglich die
Voll-Langen hTERT-mRNA mit der Telomerase-Aktivitat korreliert; Splice-Produkte
besitzen keine katalytische Funktion oder wirken sich teilweise gar negativ auf die
Telomerase-Aktivitat aus (Collins und Mitchell 2002, Krams et al. 2003, Quaas 2006).

Daruber hinaus kann die Telomerase-Aktivitat zur Unterscheidung zwischen
benignen und malignen Veranderungen und als prognostischer Faktor bei
Malignomen herangezogen werden. Es ist anzunehmen, dass eine gesteigerte
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Expression von hTERT eine entscheidende Rolle bei der (Re-)Aktivierung der
Telomerase und damit bei der Tumorentstehung spielt. Ein wichtiger, erst kirzlich
verstandener Mechanismus, der zur Steigerung der hTERT Expression fluhrt, ist die
Regulation der Promoterregion des entsprechenden Gens (Hiyama und Hiyama
2003, Quaas 2006).

Verschiedene Veroffentlichungen haben zuvor Mutationen im Promoter des
telomeraseaktivierenden Gens hTERT auf Chromosom 5 nachgewiesen, wobei zwei
bestimmte Mutationen gehauft vorkommen und folglich als ,Hotspot-Mutationen®
bezeichnet werden. Bei beiden handelt es sich um einen singularen Austausch der
Base Cytosin gegen Thymin. Die haufigste bisher festgestellte hTERT Promoter-
Mutation befindet sich an Position 1,295,228 (C228T) bzw. -124 bp vom Startcodon
ATG (diese Mutation wird in der vorliegenden Arbeit durchgehend als ,-124C>T"
bezeichnet). Ebenfalls haufig tritt eine Mutation an Position 1,295,250 (C250T) bzw. -
146 bp vom Startcodon entfernt auf (,-146C>T*). Beide Mutationen flhren zu neuen
Schnittstellen fur Transkriptionsfaktoren (E-twenty six, Ets) und dadurch zu einer
zwei- bis vierfachen Steigerung der Aktivitdt des hTERT Promoters. Da hTERT das
katalytische Zentrum der Telomerase darstellt, kommt es konsekutiv zu einer
erhohten Telomeraseaktivitat (Huang et al. 2013, Vinagre et al. 2013, Horn et al.
2013, Koelsche et al. 2014).

Die beiden Hotspot-Mutationen des hTERT Promoters lassen sich jedoch nur in
einigen wenigen Tumorentitdten nachweisen. Dazu zahlen vor allem das Maligne
Melanom (ca. 71% der Falle) und das Urothelkarzinom der Harnblase (ca. 59% der
Falle); seltener werden die Mutationen in Schilddrisenkarzinomen (etwa 9%) und
sehr selten in Magenkarzinomen (ca. 0,05%) gefunden. Auch in Tumoren des ZNS
sind die Hotspot-Mutationen nachweisbar, allen voran in Glioblastomen (62% der
Falle), Anaplastischen Oligodendrogliomen (54%) und Oligodendrogliomen (45%),
aber auch in Astrozytomen werden sie in einem geringen Anteil der Falle (12%)
gefunden (Huang et al. 2013, Vinagre et al. 2013).

Da in den genannten Tumoren jedoch nur zu einem bestimmten Prozentsatz jene
hTERT Promoter-Mutationen nachgewiesen werden und diese Tumorentitaten
ohnehin nur einen kleinen Teil aller Malignitdten ausmachen, mussen noch weitere,
bisher unbekannte Mechanismen existieren, die zu der in Uber 90% aller Tumoren
vorliegenden Steigerung der Telomeraseaktivitat (Hukezalie und Wong 2013) fuhren.
Vermutet wird, dass einige Transkriptionsfaktoren, unter denen sich auch bekannte
Onkogene befinden, die Expression von hTERT und somit auch die Aktivitat der
Telomerase steigern. So wird von den Transkriptionsfaktoren Sp1, c-Myc, AP2 und
HIF-1 angenommen, dass sie sich aktivitatssteigernd auf hTERT auswirken. Aber
auch die Epigenetik gerat in diesem Zusammenhang immer mehr in den Blickpunkt
der Forschung, da sie ebenfalls an der Regulation der Transkription von hTERT
beteiligt scheint. Eine Demethylierung der DNA oder eine Methylierung der Histone in
benachbarten Abschnitten der hTERT Promoterregion aktivieren die Histon-
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Acetyltransferase (HAT), die ihrerseits eine Transkription von hTERT ermdglicht (Kyo
et al. 2008).

Es konnte bisher jedoch nicht in allen malignen Tumoren eine Telomerase-Aktivitat
nachgewiesen werden. Demzufolge missen noch andere Mechansimen existieren,
die zu einer konstanten Telomerenlange und damit einer dauerhaften
Teilungsfahigkeit der Tumorzellen fuhren kénnen. Ein Beispiel hierfur ware der
alternative Weg der homologen Rekombination (Quaas 2006).

In unserer Studie konzentrierten wir uns auf die Hotspot-Mutationen der hTERT
Promoter-Region in den lebereigenen Tumoren, die im Folgenden kurz vorgestellt
werden.

2.2. Hepatozellulares Karzinom

2.2.1 Epidemiologie

Das Hepatozellulare Karzinom (HCC) ist der funfthaufigste maligne Tumor weltweit
und besitzt ein hohes Mal an Morbiditat und Mortalitat. Es steht an dritter Stelle aller
durch Malignome verursachten Todesfélle; jedes Jahr sterben etwa eine Million
Menschen an den Folgen dieser Tumorerkrankung (Zhao et al. 2013).

Das HCC ist zudem der haufigste maligne lebereigene Tumor. Die Inzidenz zeigt
grol’e geographische Schwankungen. Die haufigsten Erkrankungsfalle sind in Ost-
Asien und Afrika sUdlich der Sahara zu verzeichnen. Hier finden sich bis zu 35,5
Erkrankungsfalle/100.000/Jahr und damit stellt das HCC in diesen Landern eine der
haufigsten malignom-assoziierten Mortalitatsursachen uberhaupt dar. In Nordamerika
und Westeuropa findet sich eine deutlich geringere Inzidenz fir das HCC mit
4.1/100.000/Jahr (Zahlen fir die USA). Hier induziert das HCC immerhin aber noch
2.3% aller malignom-assoziierten Todesursachen. Auch der Erkrankungszeitpunkt
variiert in den verschieden Regionen der Welt. In der Qidong Provinz in China, dem
Ort der weltweit héchsten Inzidenz von HCCs, liegt er im 5. Lebensjahrzehnt; im
Gegensatz dazu befindet sich der Haufigkeitsgipfel in Europa und den USA in der 7.
Lebensdekade und in Taiwan in der 8. Dekade. In Sudafrika betragt das
Durchschnittsalter der Patienten mit HCC 35 Jahre, wobei 40 % dieser Patienten 30
Jahre oder junger sind. Grunde fur die Unterschiede liegen insbesondere in der
Haufigkeitsverteilung chronischer Virushepatitiden (v.a. Hepatitis B und Hepatitis C)
und in einer Nahrungsmittelbelastung durch Aflatoxine begriindet - hierauf gehe ich
im Abschnitt ,2.2.2. Atiologie“ noch genauer ein. Weltweit einheitlich hingegen ist die
Uberproportionale Haufung des HCCs bei Mannern, die bis zu funfmal haufiger am
HCC erkranken als Frauen (bis zu 5:1) (Goodman et al. 2012).
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Auffallig sind die gegenlaufigen Tendenzen der Inzidenzen in verschiedenen
Regionen der Welt. Wahrend in stark betroffenen Gebieten wie China und Hongkong
die Zahlen fallen — vermutlich aufgrund der eingefihrten HBV-Impfung fur Kinder und
der verminderten Belastung durch Aflatoxine im Getreide — sind die Zahlen in den
USA steigend. Dies wird auf die steigende Inzidenz von Hepatitis C und der sich aus
Fettlebererkrankungen entwickelnden Zirrhose zurtickgefuhrt (Goodman et al. 2012,
Brunt et al. 2012). Weltweit betrachtet steigt die Inzidenz des Hepatozellularen
Karzinoms. Insgesamt besteht eine positive Korrelation zwischen steigendem
Lebensalter und Auftreten des HCC, jedoch kénnen auch Jugendliche und bereits
Kinder daran erkranken (Goodman et al. 2012, Paradis 2013).

2.2.2. Atiologie

Die Ursachen des HCC sind vielfaltig, doch tber 80 % aller HCCs entwickeln sich auf
dem Boden einer Leberzirrhose. Dadurch treten alle Faktoren in den Vordergrund,
die diese verursachen; besonders relevant sind in diesem Zusammenhang
chronisch-persistierende Infektionen mit Hepatitis B und C, Alkoholabusus und die
nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH) (Nault et al. 2013, Portincasa et al. 2006).

Weltweit gesehen ist eine Infektion mit dem Hepatitis B Virus (HBV) die haufigste
Ursache eines HCC, wobei es zurzeit in den westlichen Landern zu einer deutlichen
Zunahme der Infektionen durch Hepatitis C Virus (HCV) kommt. Bei beiden
Virusinfektionen besteht das Risiko einer chronischen Verlaufsform, bei der der
Korper das Virus nicht mehr selbstandig eliminieren kann, mit dem Risiko einer
persistierenden Hepatitis und Ausbildung einer Zirrhose. Rund 75% der HCV-
Infizierten zeigen eine chronische Verlaufsform. Bei der Infektion mit Hepatitis B
kommt es hingen in nur circa 5-10% zu einer chronischen Hepatitis. Gemeinsam
stellen HBV und HCV die haufigsten Ursachen einer chronischen Hepatitis dar. Die
Chronifizierung wiederum steht bewiesenermalen im kausalen Zusammenhang mit
der Entwicklung eines HCC. Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass eine
chronische Hepatitis B das HCC-Risiko auf das 5-15fache steigert; eine chronische
Hepatitis C auf das bis zu 17fache (Goodman et al. 2012).

Auf welche Art diese Virusinfektionen die Entstehung eines HCC fordern, ist noch
nicht zufriedenstellend geklart. Vermutet werden unter anderem direkte Einflisse der
Viren auf das Genom, die Expression karzinogener viraler Proteine und die
Unterbrechung  bestimmter  Signaltransduktionswege,  welche  Uberleben,
Proliferation, Migration und Transformation der Zellen regulieren. Auch eine indirekte
Karzinogenese aufgrund des sich wahrend einer Hepatitis standig wiederholenden
Ablaufs von Entziindung, Nekrose und Regeneration wird diskutiert und spielt sicher
eine wichtige zusatzliche Rolle. Vermutet wird auch, dass HBV und HCV auf
unterschiedlichen Wegen zum HCC fuhren (Goodman et al. 2012).
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Eine weitere nicht aul’er Acht zu lassende Ursache des HCC ist die Belastung von
Nahrungsmitteln mit Aflatoxin B1, dem Gift der Schimmelpilze der Aspergillus-
Familie, welche vornehmlich Getreide und Erdnusse befallen. Dies ist vor allem in
China und dem sudlichen Afrika haufig der Fall — den Regionen, in denen das HCC
besonders zahlreich auftritt. Aflatoxin B1 ist als potentes Karzinogen bekannt; es
kann die DNA schadigen und zu Mutationen im p53 Tumorsuppressorgen flhren,
was wiederum die Entwicklung eines HCC begunstigt (Goodman et al. 2012).

Gerade in den westlichen Landern spielt der Alkoholabusus eine verhaltnismaRig
grol3e Rolle bei der HCC-Entstehung. Wenngleich Alkohol nicht als direkt karzinogen
eingestuft wird, so fluhrt der Abusus doch meist zu einer Leberzirrhose, die ihrerseits
eine Grundlage fur die Entwicklung eines HCC darstellt (Goodman et al. 2012).

Auch die nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH, Fettleberhepatitis) stellt
insbesondere aufgrund der groRen Anzahl Erkrankter eine wichtige Ursache flr die
Entstehung des HCC dar. Die NASH wird als Manifestation des metabolischen
Syndroms in der Leber angesehen, welches durch Adipositas, Insulinresistenz oder
Diabetes Typ Il, Hyperlipidamie und Hypertonus charakterisiert wird. Eine NASH
entsteht durch die GbermaRige Zufuhr bestimmter Fettsauren (diskutiert werden hier
beispielsweise Lysophosphatidylcholin und Diacylglycerol) und deren Abbau in
hepatotoxische Metabolite, welche zu einer Leberfibrose fihren kdnnen und diese
kann ihrerseits in einer Zirrhose enden. Der teils epidemieartige Anstieg des
metabolischen Syndroms besonders in der westlichen Welt und der wachsende
Anteil an Diabetikern (bis zu 10% der Adipdsen), werden in Zukunft durch die hiermit
haufig einhergehende NASH eine zunehmend wichtige Rolle bei der Entstehung des
HCC spielen (Brunt et al. 2012).

Eine sehr seltene, aber nicht zu vernachlassigende Ursache flr das HCC ist die
Hamochromatose; desweiteren stellen auch seltenere Erkrankungen wie Morbus
Wilson oder eine Autoimmunhepatitis ein Risiko dar. Die Hamochromatose birgt das
bis zu 29fache Risiko, an einem HCC zu erkranken, weshalb hier eine regelmafige
Vorsorgeuntersuchung zur Friherkennung dringend indiziert ist. Gerade bei der
Hamochromatose ist das Risiko auch bereits im prazirrhotischen Stadium deutlich
erhoht (Blonski et al. 2010).

Es existiert ein Subtyp des HCC, welcher aufgrund seiner mikroskopischen
Charakteristika als ,Fibrolamellares Hepatozellulares Karzinom® (Fibrolamellares
HCC) bezeichnet wird. Dieses Karzinom tritt vorzugsweise bei jungen Menschen auf
(Durchschnittsalter 25 Jahre) und ist nicht korreliert mit einer zirrhotischen Leber. Die
Prognose des Fibrolamellaren HCC ist deutlich besser als die des gewdhnlichen
HCC; so betragt die mittlere Uberlebenszeit nach partieller Hepatektomie beim
Fibrolamellaren HCC 84.9 + 15.8 Monate, verglichen mit nur 42.9 + 6.5 Monaten
beim nicht-fibrolamellaren HCC (Njei et al. 2014).
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2.2.3. Diagnostik

In der Diagnostik spielt der Serumspiegel des Alpha-Feto-Proteins (AFP) eine
wichtige Rolle. Dieser Marker ist jedoch durch eine relativ geringe Sensitivitat und
Spezifitat gekennzeichnet, weshalb die Diagnostik durch bildgebende Verfahren
erganzt wird. Typischerweise findet sich ein charakteristisches
Kontrastmittelverhalten in der Bildgebung. In schwierigen Fallen oder bei unklaren
radiologischen Befunden wird eine histopathologische Primardiagnostik angestrebt
(Goodman et al. 2012, Bertino et al. 2011).

2.2.4. Therapie

Als Therapieoptionen kommen die Resektion des Tumors und bei nicht-resektablen
Tumoren die Lebertransplantation entsprechend der Mailander Kriterien oder die
perkutane Radiofrequenzablation des Tumors in Betracht. Auch eine
angiographische Embolisation der versorgenden Arterien und ein Einsatz des
Tyrosinkinase-Hemmers Sorafenib sind haufige Therapieansatze. Da das HCC im
Allgemeinen jedoch erst in einem spaten Stadium diagnostiziert wird, kann haufig
nicht mehr kurativ therapiert werden und die Prognose ist mit einer 5-
JahresUberlebensrate von ca. 5% entsprechend schlecht (Goodman et al. 2012,
Bertino et al. 2011).

2.3. Hepatozellulares Adenom

Das Hepatozellulare Adenom (HCA) ist ein benigner primar-hepatischer Tumor, der
im Gegensatz zum HCC meist in einer unauffalligen und nicht-zirrhotischen Leber
auftritt. Betroffen sind vorwiegend junge Frauen im gebarfahigen Alter; in
Zusammenhang gebracht wird die Erkrankung vor allem mit der Einnahme oraler
Kontrazeptiva, aber auch mit anabolen Steroiden. Das HCA ist meist
asymptomatisch, es kann jedoch zu teils schweren Komplikationen kommen. So
kann eine Ruptur des Tumors eine lebensgefahrliche Blutung hervorrufen. Selten
kann es auch zu einer Transformation in ein HCC kommen. Therapeutisch kommt
vor allem bei groReren Tumoren ab 5 cm GrofRe eine chirurgische Entfernung in
Betracht (ab dieser GroRe steigt das Risiko einer Ruptur und intratumoraler
Blutungen) (Liau et al. 2013). Ferner sollte das auslésende Agens (orales
Kontrazeptivum o.a.) gemieden werden.
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Eingeteilt werden die Hepatozellularen Adenome in vier verschiedene Subtypen: das
teleangiektatische bzw. inflammatorische Adenom (40-50% aller hepatischen
Adenome), das HNF1-Alpha-inaktivierte Adenom (30-35%) und das Beta-Catenin-
aktivierte Adenom (10-15% der Adenome). Die vierte Gruppe bilden die Adenome,
die sich den vorigen Gruppen nicht zuordnen Ilassen. Gerade das
immunhistochemisch nuklear Beta-Catenin Uberexprimierende (B-Catenin-mutierte)
Adenom zeigt eine erhdhte Wahrscheinlichkeit einer malignen Transformation in ein
HCC im Vergleich zu den anderen Gruppen (Goodman et al. 2012, Katabathina et al.
2011).

2.4. Cholangiozellulares Karzinom

Das Cholangiozellulare Karzinom (CC) ist ein von den Gallengangsepithelien
ausgehendes Adenokarzinom. Es kann in mehrere Subtypen unterteilt werden:
intrahepatische Cholangiozellulare Karzinome (ICC), perihilare Cholangiozellulare
Karzinome (sogenannte Klatskin-Tumoren) und extrahepatische Cholangiozellulare
Karzinome. Diesen epithelialen Tumoren ist gemeinsam, dass sie allesamt meist
sehr spat diagnostiziert werden und eine schlechte Prognose haben (Goodman et al.
2012, Razumilava und Gores 2014). Wir untersuchten in unserer Kohorte
ausschlieBlich intrahepatische Cholangiozellulare Karzinome.

2.4.1. Epidemiologie

Weltweit sind hepatobiliare Tumoren fur 13 % der durch Malignitaten verursachten
Todesfalle verantwortlich, wovon etwa 10-20 % auf die Cholangiokarzinome
entfallen. Somit ist das CC eine relativ selten auftretende Erkrankung, es hat aber
gleichzeitig eine infauste Prognose: die durchschnittliche Uberlebenszeit nach
Diagnosestellung betragt 24 Monate, die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt nur 10 %
(Rizvi und Gores 2013). In den meisten Studien konnte ein etwas vermehrtes
Vorkommen des CC bei der mannlichen Bevolkerung nachgewiesen werden (60-
70% der Falle). Das Durchschnittsalter bei Erkrankung liegt im 7. Lebensjahrzehnt;
vereinzelt tritt das CC jedoch auch bei deutlich jungeren Menschen auf (Goodman et
al. 2012).
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2.4.2. Atiologie

Zu den Ursachen, die das Auftreten eines Cholangiozellularen Karzinoms
begunstigen, ist bisher wenig bekannt. Typischerweise ftritt das CC in einer nicht-
zirrhotischen Leber auf, wobei die Leberzirrhose dennoch ein etwas erhdhtes CC-
Risiko zu bergen scheint. Gerade eine durch Hepatitis C verursachte Zirrhose hat ein
etwa 1000-fach erhohtes ICC-Risiko. Sicher ist, dass die Inzidenz durch chronische
Entzindungen des biliaren Systems erhdht wird, so wie sie beispielsweise bei
parasitaren Erkrankungen (z.B. dem in Suddost-Asien endemischen Parasiten
Clonorchis sinensis) vorkommen. Auch die Gallengangslithiasis ist eine Ursache
wiederkehrender Entzindungen, weshalb es nicht erstaunlich ist, dass ca. 10% der
Erkrankten ein CC entwickeln. Die Hepatolithiasis ist in Ost-Asien auffallend haufig
und konnte die Ursache des besonders in Japan gehauften Auftretens des CC sein.
Auch zystische Erkrankungen des biliaren Systems scheinen eine Ursache fir das
CC zu sein, da ca. 3% dieser Patienten zusatzlich an einem CC erkranken. Zu den
wenigen bekannten atiologischen Faktoren zahlt auch die Primar Sklerosierende
Cholangitis, bei der es in etwa 12,2 % der Falle zu einer Entwicklung eines CC
kommt. Desweiteren stehen unter anderem der Alkoholabusus, Diabetes mellitus,
Rauchen, eine Infektion mit HIV und die Einnahme von Anabolika und oralen
Kontrazeptiva unter Verdacht, das Auftreten eines CC zu beglnstigen (Goodman et
al. 2012).

2.4 3. Diagnostik

Die histomorphologische Diagnostik kann sich ausgesprochen schwierig gestalten,
da das CC zwar den wichtigen Marker Zytokeratin 7 (CK7) exprimiert, sich dieses
Zytokeratin allerdings auch bei diversen anderen Adenokarzinomen (z.B.
Mammakarzinomen oder Adenokarziomen des oberen Gastrointestinaltrakts, des
Pankreas oder der Lunge) findet. Schlecht differenzierte Cholangiokarzinome ohne
Nachweis von Muzinen in der konventionellen Histomorphologie kdénnen dariber
hinaus differentialdiagnostische Schwierigkeiten in der Abgrenzung zum HCC
bereiten, da das CK7 auch im HCC nachgewiesen werden kann oder das CC dieses
Zytokeratin nicht mehr exprimiert. Eine Unterscheidung ist dabei allerdings Uberaus
wichtig, da beide Tumorentitaten unterschiedliche Therapieansatze nach sich ziehen
(Goodman et al. 2012, Khan et al. 2012).
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2.5. Bestimmung der hTERT Promoter-Region-Mutationen -124C>T und -
146C>T mittels PCR, Restriktionsfragment-Langenanalyse und
Sequenzierung

Bei dieser Arbeit wurde zur Detektion der beiden entscheidenden Hotspot-
Mutationen die Polymerasekettenreaktion (englisch ,polymerase chain reaction,
PCR) zu Hilfe genommen. Zu geringe Mengen an DNA stellen haufig ein Problem
dar, denn sie sind nur schwer zu untersuchen oder weiterzuverwenden. Doch mit
Hilfe der PCR wurde in den frihen achtziger Jahren des 20. Jahrhunderts eine
Methode gefunden, um gewilnschte DNA-Abschnitte vervielfaltigen zu kénnen und
damit weiteren Untersuchungen zuganglich zu machen.

Das Prinzip der PCR beruht auf einer in vitro Amplifizierung eines DNA-Segments mit
Hilfe thermostabiler DNA-Polymerasen. Hierfur wird die DNA, welche den zu
amplifizierenden Abschnitt enthalt (die sogenannte Template-DNA) zusammen mit
Oligonukleotid-Primern, Nukleotiden, hitzestabiler DNA-Polymerase (z.B. der
sogenannten Tag-Polymerase des in heilken Quellen lebenden Bakteriums Thermus
aquaticus) und einem Puffer in das Reaktionsgefall eines sogenannten
Thermocyclers gegeben. Die beiden Primer werden so gewahlt, dass sie auf beiden
Einzelstrangen an den Start der zu vervielfaltigenden DNA binden und somit das zu
amplifizierende DNA-Segment von beiden Seiten eingrenzen. Das Gemisch wird nun
auf 90° Celsius erhitzt, wodurch die doppelstrangige Template-DNA in zwei
Einzelstrange denaturiert. Die anschlielende Abkuhlung auf ca. 55°C bewirkt eine
Hybridisierung der Oligonukleotid-Primer an die Starter. Danach wird das Gemisch
auf 72°C, das Temperatur-Optimum der Tag-Polymerase, erwarmt, damit diese die
beiden Einzelstrange zum jeweiligen Doppelstrang komplementieren kann. Dieser
Zyklus aus den drei Schritten der Denaturierung, Primerhybridisierung und
Elongation wird circa drei3ig Mal wiederholt, wodurch die Anzahl der gewlnschten
DNA-Abschnitte exponentiell wachst. Anschlielend kann die DNA wie gewunscht
untersucht werden.
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Abbildung 4.: A) Schematische Darstellung des Ablaufs einer PCR. 1. Denaturierung der
doppelstrangigen DNA bei ca. 90°C. 2. Primerhybridisierung bei ca. 55°C. 3. Elongation bei ca. 72°C.
AbschlieRend Wiederholung der einzelnen Schritte; dadurch wird ein gewlnschter DNA-Abschnitt
exponentiell vervielfaltigt. Quelle: (A9) B) Schematischer Verlauf der Temperaturkurve bei der PCR.
Quelle: (A10) C) Das PCR-Produkt kann mittels Agarose-Gel untersucht werden. Die einzelnen
Fragmente wandern nach Anlegen einer Spannung je nach Lange unterschiedlich schnell auf den
Pluspol zu. Anhand der links im Bild dargestellten DNA-Leiter kann die Grofe bzw. Anzahl der
Basenpaare der einzelnen Fragmente festgestellt werden. Quelle: (A11)

Fur diese Arbeit wurde mittels PCR ein Fragment der Lange 148 bp vervielfaltigt und
mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Fluorescein (FAM) markiert. Anschlielend wurde das
gereinigte PCR-Produkt mit Hilfe des Restriktionsenzyms HpyAV verdaut. Das
Besondere an diesem Restriktionsenzym ist seine Fahigkeit, beide Hotspot-
Mutationen zu erfassen. So generieren beide gesuchten Hotspot-Mutationen (-
124C>T und -146C>T) jeweils zusatzlich zur Schnittstelle des Wildtyps eine neue
Schnittstelle fur HpyAV, wodurch fur jede Mutation charakteristische Fragmentlangen
entstehen (79 bp bei der Mutation -124C>T; 56 bp bei der Mutation -146C>T). Die
Fragmentlangen des PCR-Produkts konnen anschlie®Bend mit Hilfe der

Restriktionsfragment-Langen-Mutationsanalyse  untersucht und dadurch die
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gesuchten Mutationen detektiert werden. Die von uns verwendete neuartige
Methode, das Restriktionsenzym HpyAV fir die Suche nach den Hotspot-Mutationen
einzusetzen, ist somit wesentlich weniger aufwandig und zugleich sensitiver als die
ublicherweise durchgefluhrte Sequenzierung.

In fraglichen Fallen wurde zusatzlich eine Sequenzierung nach Sanger (sog.
Kettenabbruchmethode der Sequenzierung) durchgefuhrt. Dabei wird nach
Denaturierung der DNA-Strange mit Hilfe eines Primers und der DNA-Polymerase
der komplementare Strang synthetisiert. Die hierfir bendtigten Nukleotide werden
dem Ansatz hinzugefugt, jedoch handelt es sich bei den Nukleotiden zum Teil um
Didesoxynukleosidtriphosphate die mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert sind. Nach deren Einbau kann der Strang nicht weiter synthetisiert werden,
es kommt zum Kettenabbruch. Je nachdem, wann eines dieser
Didesoxynukleosidtriphosphate  eingebaut  wird, entstehen DNA-Fragmente
unterschiedlicher Lange. Diese Langenunterschiede konnen bei der anschliellenden
Kapillarelektrophorese dank der unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffe den
einzelnen Basen zugeordnet werden. Somit wird die Basensequenz des
komplementaren Strangs entschlisselt, durch die man auf die Basensequenz der
Matritze schlieRen und bei bekannter Gensequenz Mutationen entdecken kann.

2.6. Das Restriktionsenzym HpyAV

Das Gen fur das Restriktionsenzym HpyAV entstammt dem Bakterium Helicobacter
pylori und wurde in einen E. coli Stamm kloniert. Es schneidet sechs Nukleotide
downstream der Sequenz 5°-CCTTC-3" bzw. auf dem Gegenstrang funf Nukleotide
upstream der Sequenz 3'-GGAAG-5". Eine optimale Aktivitat des Enzyms liegt bei
37°C vor.

Beim Wildtyp liegt im Gen des hTERT-Promoters genau einmal die
Erkennungssequenz fur HpyAV vor, es existiert also nur eine Schnittstelle. Die
Hotspotmutationen -124C>T und -146C>T des hTERT-Promoters bilden de novo
Erkennungssequenzen flr das Restriktionsenzym; konsekutiv kommt es bei beiden
Mutationen jeweils zu einer zusatzlichen Schnittstelle fir HpyAV (siehe Abbildung 5.).
Die so entstehenden charakteristischen Fragmentlangen — und konsekutiv auch die
Mutationen — konnen mittels Fragmentlangen-Analyse nachgewiesen werden.
Fragmente, die durch Schneiden des Enzyms an der Schnittstelle des Wildtyps
entstehen, dienen dabei als Kontrolle fur die Aktivitat von HpyAV.
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Einleitung

6l
121
181
241
301
361
421
481

GCGCTGTCGGE
GCTTCCCRACG
GCTCCGCCTC
CCECCTCCGE
GCGCGAGTTT
CCCCCGCGAT
ACCGCGAGGT
TGGTGCAGCGE
TGCCCTGGGEA

GGCCAGGCCGE
TGGCGGEAGGE
CTCCGCGCGE
GCC%TCCCAG
CAGGCAGCGC
GCCGCGCGECT
GCTGCCGCTG
CGGGGACCCGE
CGCACGGCCGE

GGCTCCCAGT
ACTGEGGGACC
ACCCCGCCCC
CCCCTCCECTE
TGCGETCCTGC
CCCCGCTECC
GCCACGTTICG
GCGGECTTTCC
CCCCCCECCaE

GGATTCGCGE
CGGGCACCCGE
GTCCCGACCE
TCCTTTC&SC
TGCGCACGTG
GAGCCGTGCG
TGCGGCGCCT
GCGCGCTGGT
CCCCCTCCTT

GCACAGACGC
TCCTGCZCCCT
CTCCCGGGETC
GGCZCCCGCCC
GGARGCCCTG
CTCCCTGCTG
GGGGCCCCAG
GGCCCAGTGC
CCGCCAG

CCAGGACCGTC

1TCACCTTCCA

CCCGGCCCAG
TCTCCTCGCGE
GCCCCGGCCA
CGCAGCCACT
GGCTGGCGEEC
CTGGTGTGCGE

Abbildung 5: Mogliche Erkennungssequenzen (grin) und Schnittstellen (Pfeile) des
Restriktionsenzyms HpyAV. Das ATG-Startcodon ist in Gelb markiert. Die vorderen beiden
Erkennungssequenzen werden nur bei Mutationen des hTERT-Promoters an den jeweiligen Stellen
C228T (-124C>T) und C250T (-146C>T) vom Enzym erkannt. Quelle: (A12)
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Tumor-Proben

Wir untersuchten im Rahmen dieser Studie ausschliel3lich formalin-fixierte und
paraffineingebettete menschliche Lebertumoren aus den Archiven der Pathologie
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf. Bei den 145 von uns untersuchten
Tumoren aus den Jahren 1994 bis 2013 handelte es sich im Detail um 78
Hepatozellulare Karzinome, 52 Intrahepatische Cholangiozellulare Karzinome und 15
Hepatozellulare Adenome.

3.1.2. Geréte

DNA-Ektrophorese QlAxcel (QIAGEN)

DNA Konzentration ND-1000 (Thermo-Scientific)

DNA Kapillarelektrophorese ABI 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems)
Thermocycler C1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad)

C1000 Touch ™ Thermal Cycler (Bio-Rad)

Centrifuge 5804R (Eppendorf)
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3.1.3. Enzyme und Reaktionskits

Restriktionsenzym HpyAV + CutSmart Buffer (New England Biolabs)
QIAamp DNA Micro Kit (QIAGEN)

QIAGEN Multiplex PCR-Kit (QIAGEN)
ExoSAP-IT® For PCR Product Cleanup (Affymetrix)

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
BigDye XTerminator Purification Kit (Applied Biosystems)
MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN)
GeneScan™ -500 ROX™ STANDARD (Applied Biosystems)
3.1.4. Primer

Zur Amplifikation des TERT-Promoter-Abschnitts, in dem die beiden mdglichen
Punktmutationen -124C>T und -146C>T liegen, wurden die in Tabelle 1.)
aufgeflhrten Primer eingesetzt.

Tabelle 1.: Primer, die zur Amplifikation des TERT-Promoter-Abschnitts eingesetzt wurden

Primer- Start | Lange Tm GC-Gehalt | Sequenz 5-3

Bezeichnung [bp] [°C] [%]

M13-P-TERT_F1 | 100 | 36 tgtaaaacgacggccagtgtcctgccccttcacctt
P-TERT_F2-FAM | 115 | 18 62,98 66,67 FAM-cttccagctccgcectect

P-TERT_R1 262 | 18 60,86 61,11 cagcgctgcectgaaactc

Zur Amplifikation von PCR-Produkten fur eine anschlieBende Fragmentlangen-
Analyse wurde das Primer-Paar P-TERT_F2-FAM - P-TERT_R1 verwendet, welches
ein Produkt von 148 bp liefert. Der Forward-Primer ist mit dem Fluoreszenz-Farbstoff
Fluorescein (FAM) markiert, welcher Licht mit einer Wellenlange von 485 nm
absorbiert und Licht mit einer Wellenlange von 515 nm emittiert.

Zur Amplifikation von PCR-Produkten flr eine anschlieRende Sequenzierung wurde
das Primer-Paar M13-P-TERT_F1 - P-TERT_R1 verwendet, welches ein Produkt der
Lange 181 bp liefert. Die eigentliche F1-Primer-Sequenz wurde am 5°-Ende mit der
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M13-Sequenz verlangert, um eine bessere Lesbarkeit der Sequenzierung zu
erreichen. Zur Sequenzierung der PCR-Produkte wurde der folgende M13-
Sequenzierprimer mit einer Lange von 18 bp verwendet: 5°- tgtaaaacgacggccagt -3°

3.2. Methoden

3.2.1. Ubersicht

Beide untersuchten Hotspot-Mutationen der humanen Telomerase Reverse
Transkriptase (hnTERT) Promoter-Region (-124C>T und -146C>T) erzeugen dieselbe
5 bp lange Sequenz 5-CCTTC-3'. Bei dieser Sequenz handelt es sich um eine
zusatzliche Zielsequenz fir das Restriktionsenzym HpyAV, wodurch es bei
derartigen Mutationen zu einer zweiten Schnittstelle kommt. Im Gegensatz dazu
enthalt die DNA des Wildtyps in der hnTERT Promoter-Region lediglich eine Sequenz,
an der HpyAV schneidet.

Wird nun anschliefiend an die PCR das 148 bp Amplicon des hTERT Promoters
mittels HpyAV verdaut, fuhrt dies beim Wildtyp zur Spaltung der DNA in ein mit dem
Fluoreszensfarbstoff FAM markiertes 104 bp langes Fragment und ein unmarkiertes
44 bp langes Fragment. Im Falle der Mutation -124C>T fuhrt der Verdau durch
HpyAV zu einem FAM-markierten Restriktionsfragment der Lange 79 bp; die
Mutation -146C>T flhrt zu einem Produkt von 56 bp (siehe Abbildung 6.).

Diese charakteristischen Fragmentlangen konnen anschlieBend mit Hilfe der
Restriktionsfragment-Langen-Analyse untersucht werden, wodurch Rickschlisse auf
ein Vorhandensein der Hotspot-Mutationen gezogen werden konnen.
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A -146C>T -124C>T
size in bp
‘l’ ‘l’ 148
FAM-[ 56 79 104 ]
common HpyAV
restriction site
60 100 140
B E
124C>T t ’ t T t t
C F

Abbildung 6.: A) Schematische Darstellung des 148 bp PCR-Amplicons der hTERT Promoter-
Region, das die beiden Hotspot-Mutationen beinhaltet. Verdau durch das Restriktionsenzym HpyAV
fuhrt beim Wildtyp zu einem 104 bp FAM-markierten Fragment. Durch die Mutationen -124C>T und -
146C>T entstehen de novo Erkennungssequenzen fur HpyAV und konsekutiv FAM-markierte
Fragmente der Léange 79 bp bzw. 56 bp. B+C) Sequenzierung der hTERT Promoter-Region nach
Sanger. In B) ist der Wildtyp dargestellt, in C) ein Tumor, der die Mutation -124C>T aufweist. Da kein
Tumor die Mutation -146C>T aufwies, hierzu keine Abbildung. E+F) Restriktionsfragment-Langen-
Analyse der selben Gewebe. Es stellen sich in E) Fragmente der Lange 104 bp entsprechend dem
Wildtyp dar; in F) erscheinen zusatzlich Fragmente der Lange 79 bp. Diese deuten auf die Mutation -
124C>T hin. An der Schnittstelle des Wildtyps schneidet HpyAV hier ebenfalls. Der niedrige Peak bei
148 bp in E) und F) stellt ungeschnittene Amplicons dar.

3.2.2. Isolierung der DNA

Um einen moglichst hohen Anteil an Tumor-DNA fir die Mutationsanalyse zu
erhalten, wurden die Tumorzellen auf den Objekttragern mit dem Gewebe
eingezeichnet. Die ungefarbten Schnitte (1-3 Schnitte pro Patient) wurden
entparaffiniert (10 min in Xylol, zwei mal 5 min in 100% Ethanol). Anschliel3end
wurde das Gewebe mit zu geringem bzw. ohne Tumorzell-Anteil mit einem Skalpell
enfernt. Das Ubrige Gewebe wurde flr die DNA Extraktion mit dem QlAamp DNA
Micro Kit (QIAGEN) eingesetzt. Die DNA Extraktion erfolgte entsprechend den
Herstellerangaben. Die Tumor-DNA wurde in 20 pl H,O eluiert. Die DNA-
Konzentration wurde gemessen (ND-1000). Alle DNA Proben wurden anschliel3end
auf eine Konzentration von 50 ng/uL verdunnt.
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3.2.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) des hTERT Promoter-Abschnitts

Zur Amplifikation des hTERT Promoter-Abschnitts wurde aufgrund des hohen GC-
Gehalts das QIAGEN Multiplex PCR-Kit mit Q-Solution verwendet. Fir einen 25 pL
Ansatz wurden 12,5 pL 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix, 4,5 yL H,O, 1 pL
Primer-Mix (M13-P-TERT_F1, P-TERT_R1, je 10 pmol/ul), 5 yL 5x Q-Solution und
2 uyL Patienten-DNA (100 ng) pipettiert. Die PCR wurde im Thermocycler bei
folgendem Programm durchgefuhrt:

1 T=95°C 15 min Initiale Aktivierung der HotStarTaq Polymerase
2 T=94°C 30 sec Denaturierung

3 T=60°C 90 sec Annealing

4 T=72°C 30sec Extension

5 GOTO 2 repeat 39 times

6 T=72°C 10 min Finale Extension

7 T=10°C hold

Zur Uberprifung der PCR-Reaktion wurden die PCR-Produkte anschlieRend im
QlAxcel elektrophoretisch aufgetrennt und analysiert.

3.2.4. Enzym-Verdau mit Hilfe des Restriktionsenzyms HpyAV

Im Anschluss an die PCR wurden die PCR-Produkte mit Hilfe des MinElute PCR
Purification Kit von QIAGEN, entsprechend den Herstellerangaben, aufgereinigt. Zum
Schneiden der FAM-markierten PCR-Produkte wurden zu den 10 pL des
aufgereinigten PCR-Produkts 34 pL H,0, 5 pL 10x CutSmart™ Puffer und 1 pL
HpyAV-Enzym (2U) pipettiert. Der Ansatz wurde fir 30 Minuten bei 37°C und
anschliel3end fur 20 Minuten bei 65°C zur Inaktivierung des Enzyms inkubiert.

3.2.5. Restriktionsfragment-Langen-Mutationsanalyse

Fur die Fragmentanalyse wurde Formamid mit dem internen Langenstandard ROX
im Verhaltnis 1:0,03 versetzt. Zu 12 pL dieses Ansatzes wurde 1 pL mit HpyAV
verdautes PCR-Produkt gegeben (bei einer DNA-Konzentration ab 4 ng/uL (QlAxcel)
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Enzymverdau 1:2 verdinnen) und fur 2 Minuten bei 95°C denaturiert und
anschlielend flr mindestens 5 Minuten auf Eis abgekuhlt. Die Fragmentanalyse
wurde am Genetic Analyzer durchgefuhrt.

3.2.6. Sequenzierung

In allen Fallen, in denen nach der Restriktionsfragment-Langen-Mutationsanalyse
keine eindeutigen Ergebnisse vorlagen, wurde eine direkte DNA-Sequenzierung der
hTERT Promoter-Region mittels Genetic Analyzer vorgenommen. Dazu wurden die
PCR-Produkte zunachst mit ExoSAP behandelt, um die Primer und sonstige kurze
einzelstrangige Fragmente, welche bei der Sequenzierung stéren konnen, zu
entfernen. Hierfur wurde ein Ansatz von 7 yL Endvolumen mit 2 yL ExoSAP, ca.
1,2 ng PCR-Produkt (etwa 0,3 — 5 yL) und H,O pipettiert. Die Reaktion wurde im
Thermocycler bei folgendem Programm durchgefihrt:

1 T=37°C15 min
2 T=80°C 15 min
3 T=10°C hold

FUr die Sequenzierreaktion wurde anschlieRend zu dem 7 yl ExoSAP-Ansatz 6 uL
H>0, 4 pL 2,5x Puffer, 2 uL Big Dye und 1 yuL Sequenzierprimer (M13) gegeben. Die
Sequenzierreaktion wurde im Thermocycler bei folgendem Programm durchgefuhrt:

1 T=95°C 10 min Initiale Aktivierung der Tag Polymerase
2 T=95°C 10 sec Denaturierung

3 T=255°C 10sec Annealing

4 T=60°C 2min Extension

5 GOTO 2 repeat 34 times

6 T=10°C hold

Das Produkt wurde anschlieBend mit dem BigDyeXTerminator® Purification Kit
gemald Herstellerangaben aufgereinigt und mittels Kapillarelektrophorese auf dem
Genetic Analyzer (ABI 3100) analysiert.
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4. Ergebnisse

4.1. hTERT Promoter-Mutationen im Hepatozelluldren Karzinom

Insgesamt untersuchten wir im Rahmen unserer Studie 78 Hepatozellulare
Karzinome (HCC) hinsichtlich der beiden hTERT-Promoter Hotspot-Mutationen -
124C>T und -146C>T. Die Gruppe der HCC unterteilten wir weiter je nach Grading in
Untereinheiten, wobei wir Tumoren mit dem Grading 3 und 4 aufgrund der geringen
Fallzahl in einer Gruppe zusammenfassten. Die HCC vom fibrolamellaren Typ
betrachteten wir als gesonderte Entitat.

Das Patientengut, dem das Tumorgewebe entnommen wurde, gliedert sich wie folgt:
von den 78 untersuchten HCC stammten 11 Tumoren von weiblichen Patienten und
67 von mannlichen Patienten. Das Durchschnittsalter dieser Patienten betrug 58
Jahre mit einer Spanne von 9 bis 76 Jahren (vergl. Tabelle 4.).

Von den 78 untersuchten HCC waren 38 Falle (48,7%) positiv hinsichtlich einer -
124C>T Mutation. Im bemerkenswerten Gegensatz dazu wies kein einziges HCC die
Mutation -146C>T auf (vergl. Tabelle 2.).

Je nach Grading ergaben sich folgende Ergebnisse: von den 18 untersuchten G1-
Tumoren besallen 7 (38,9%) die hTERT Promoter-Mutation; unter den 38
untersuchten G2-Tumoren waren 20 (52,6%) positive Falle und in der Gruppe der
G3/4 Tumoren wiesen 10 von 14 Tumoren die genannte Mutation auf (71,4%) (vergl.
Tabelle 2. und 3.).

Wenngleich aufgrund der Grolle unserer Kohorte keine statistisch signifikanten
Aussagen getroffen werden kénnen (p=0,188 nach Pearson), so scheint doch ein
schlechteres Tumorgrading (Grad 3 und 4) gehauft mit einer hTERT-Promoter-
Mutationen assoziiert zu sein. Diese wurde zuvor bereits von einer Arbeitsgruppe
beschrieben (Nzeako et al. 1995). Unter den 8 HCC vom fibrolamellaren Typ fand
sich lediglich in einem Fall eine hTERT Promoter-Mutation (12,5%).
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4.2. hTERT Promoter-Mutationen im Intrahepatischen Cholangiozelluldren
Karzinom

Insgesamt wurden 52 intrahepatische cholangiozellulare Karzinome (ICC) hinsichtlich
der beiden Hotspot-Mutationen der hTERT Promoter-Region gescreent. Die
Tumorproben entstammten einem Patientengut von 30 weiblichen und 22
mannlichen Patienten mit einem mittleren Alter von 61 Jahren (39 bis 76 Jahre).In
markantem Gegensatz zu den Hepatozellularen Karzinomen wurde bei keinem
einzigen der 52 untersuchten ICC eine Mutation des hTERT Promoters gefunden
(siehe Tabelle 2., 4.).

4.3. hTERT Promoter-Mutationen im Hepatozelluldren Adenom

Abschlie®end untersuchten wir 15 Hepatozellulare Adenome (HCA) ohne jegliche
Zeichen einer malignen Entartung. Alle evaluierten Proben entstammten weiblichen
Patienten mit einem Altersdurchschnitt von 32 Jahren (21 bis 57 Jahre). Wie bei den
ICCs, so konnte auch hier in keinem der Falle eine hTERT Promoter-Mutation
festgestellt werden (siehe Tabelle 2., 4.).

Tabelle 2.: Anzahl der untersuchten Tumoren unterteilt nach Entitdt und Grading und jeweiliger
Prozentsatz der hnTERT Promoter-Mutationen

mit hTERT mit hnTERT

Promoter- Promoter-

n Mutation Mutation

-124C>T -146C>T

Hepatozellulares Karzinom 78 38 (48,7%) 0 (0%)

G1 18 7 (38,9%) 0 (0%)

G2 38 20 (52,6%) 0 (0%)

G3/4 14 10 (71,4%) 0 (0%)

fibrolamellarer Subtyp 8 1(12,5%) 0 (0%)

Intrahepatisches Cholangio- 52 0 (0%) 0 (0%)
zellulares Karzinom

Hepatozellulares Adenom 15 0 (0%) 0 (0%)
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Tabelle 3.: Prozentualer Anteil der Mutation -124C>T beim HCC gegenuber der hTERT Promoter-

Region vom Wildtyp
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B Mutation -124C>T

Tabelle 4.: Gliederung der untersuchten Tumoren nach Geschlecht und Durchschnittsalter der

Patienten

weiblich maéannlich gesamt Durchschnitts-
alter in Jahren
(Spanne)
Hepatozelluldares Karzinom 11 67 78 58 (9 - 76)
Intrahepatisches Cholangiozellulares 30 22 52 61 (39-76)
Karzinom
Hepatozellulares Adenom 15 0 15 32 (21 -57)
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Tabelle 5.: Auflistung und Eigenschaften aller im Rahmen dieser Studie untersuchten Tumoren. Die
Mutation C250T entspricht der Mutation -124C>T. WT = Wildtyp

Lab-ID  Entitat Tumor-Anteil in % Geschlecht  Alter pT Grading Mutation

HEP002 HCC 2003 80 m 52,7 1 C250T
HEP003 HCC 1994 80 m 59,3 pT3 4 WT
HEP004 HCC 2002 80 m 54,3 pl2 2 C250T
HEP00O5 HCC 2002 80 m 71,5 pT2 2 WT
HEP006 HCC 2001 70 w 68,1 pT3 2 WT
HEPO11 HCC 2003 70 m 50,6 pT1 2 C250T
HEPO12 HCC 1999 60 m 50,0 pT1 1 WT
HEP013 HCC 2009 70 m 68,0 2 WT
HEP014 HCC 1999 80 m 67,1 pl2 2 C250T
HEPO15 HCC 1999 70 m 57,5 2 C250T
HEPO16 HCC 1999 70 m 68,4 pl2 4 C250T
HEPO17 HCC 1999 70 m 61,1 pT2 3 C250T
HEPO18 HCC 1996 80 m 45,2  pT3 3 WT
HEP020 HCC 1996 70 m 68,6 1 WT
HEP021 HCC 1996 70 w 58,6 pT4 2 WT
HEP022 HCC 1997 70 m 58,9 pT2 1 WT
HEP024 HCC 1997 90 m 655 pT2 2 WT
HEP025 HCC 1998 90 m 66,4 pT2 1 C250T
HEP026 HCC 1998 90 m 70,7 pT2 2 C250T
HEP027 HCC 1998 80 m 61,0 pT2 2 C250T
HEP028 HCC 1999 70 m 57,1 2 C250T
HEP029 HCC 2000 80 m 67,4 pT2 2 WT
HEP031 HCC 1997 80 m 56,4 pT2 2 C250T
HEP032 HCC 1996 70 m 76,3 pT3 3 C250T
HEP033 HCC 1997 80 m 67,6 pl2 1 C250T
HEP034 HCC 1996 80 w 71,3 pT3 2 WT
HEP035 HCC 1996 80 m 67,7 pl2 4 C250T
HEP036 HCC 1996 80 m 57,0 pT4 2 WT
HEP037 HCC 1996 80 m 60,3 pT3 3 C250T
HEPO038 HCC 1996 60 m 539 pl4 3 C250T
HEP039 HCC 1995 70 m 66,3 2 C250T
HEP040 HCC 2003 70 m 67,0 2 WT
HEP041 HCC 2003 80 m 48,5 pT2 2 WT
HEP042 HCC 2003 90 m 9,6 pl2 2 WT
HEP043 HCC 2003 70 m 51,4 2 C250T
HEP044 HCC 2003 80 m 71,3 pT3 2 C250T
HEP045 HCC 1995 70 m 72,2 2 C250T
HEP046 HCC 2003 m 61,5 pT3 2 C250T
HEP047 HCC 2003 80 m 51,2 1 C250T
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54,0
55,6
65,8
39,2
48,4
60,8

pT2
pT3

pT4
pT4

pT2
pT3
pT1

pT1
pT3

pT2
pT3
pT3

pT3

pT2
pT1
pT2

pT3
pT2b
pT1

pT3
pT2
pT2

pT3

G2
G2
G2
G3
G2
G3
G2
G2
G3
G2
G3
G2
G2
G2
G2
G3
G2
G2
G1
G2
G2
G2
G3
G3
G2
G2-3
G3
G3
G2
G3
G2
G3
G2
G2

Ergebnisse

WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
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Ergebnisse

HEP242 ICC 2005 40 w 71,5 WT
HEP243 ICC 2005 60 w 65,0 G3 WT
HEP245 ICC 2000 60 m 54,3 G2-3 WT
HEP249 ICC 2001 70 m 67,0 G2 WT
HEP250 ICC 1997 60 m 48,2 G3 WT
HEP251 ICC 1998 80 w 51,8 pl2 G2 WT
HEP252 ICC 2007 70 m 65,1 G3 WT
HEP255 ICC 2006 70 w 73,6 G3 WT
HEP257 ICC 2006 70 w 68,0 G1-2 WT
HEP259 ICC 1996 60 m 62,6 G2 WT
HEP264 ICC 1997 70 w 55,1 pT4 G3 WT
HEP266 ICC 2009 80 w 61,9 WT
HEP268 ICC 2003 80 m 64,4 WT
HEP269 ICC 2002 80 w 53,2 pT3 G2 WT
HEP275 ICC 2003 70 w 67,5 pT2 G3 WT
HEP276 ICC 2013 80 m 48,8 pT2b G2 WT
HEP0O07 ICC 2001 60 m 62,1 pT3 G2 WT
HEP023 ICC 1998 70 w 54,0 pT3 G2 WT
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5. Diskussion

H-TERT-Promotermutationen sind erst kurzlich als ein seltener, aber bedeutsamer
Mechanismus der Kanzerogenese humaner maligner Tumoren beschrieben worden
(Nault et al. 2013, Huang et al. 2013, Vinagre et al. 2013, Horn et al. 2013). Im
Wesentlichen  wurden  diese  Mutationen  bei  malignen  Melanomen,
Urothelkarzinomen und einigen primaren Hirntumoren (vor allem beim Glioblastom,
Oligodendrogliom und anaplastischen Oligodendrogliom) gefunden (Vinagre et al.
2013). Bei vielen anderen malignen Tumoren und insbesondere bei Karzinomen
finden sich diese Mutation nicht oder nur sehr selten. So konnte die Arbeitsgruppe
um J. Vinagre (Vinagre et al. 2013) beispielsweise in 26 untersuchten
Nierenkarzinomen keine einzige hTERT-Promotermutation feststellen, auch unter
den untersuchten 36 Gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) fand sich keine
derartige Mutation. Die jeweils 8 von dieser Arbeitsgruppe untersuchten Zelllinien von
Magen- bzw. kolorektalen Karzinomen waren ebenfalls allesamt negativ hinsichtlich
einer hTERT-Promotermutation und von 291 untersuchten Schilddrisenkarzinomen
wiesen lediglich 27 Falle (9,28%) eine solche Mutation auf (Vinagre et al. 2013). In
Anbetracht der herausragenden Bedeutung der Telomeraseaktivitat bei malignen
Tumoren ist es erstaunlich, dass die Promotermutation als ein Weg der
Aktivitatssteigerung des Enzyms vergleichsweise selten anzutreffen ist.

Bislang hat lediglich eine franzdsische Arbeitsgruppe (Nault et al. 2013) die Rolle der
hTERT-Promotermutationen bei hepatozellularen Karzinomen und
Leberzelladenomen untersucht und kam dabei zu Ergebnissen, die mit unseren
Resultaten Ubereinstimmen. Demnach spielt eine hTERT-Promotermutation beim
hepatozellularen Karzinom eine bedeutsame Rolle — circa jedes zweite HCC ,wahlt"
diesen Weg der Telomeraseaktivierung.

Leberzelladenome stellen echte, benigne, Tumoren der Leber dar, die
typischerweise bei juingeren Frauen in Assoziation zur Einnahme von Kontrazeptiva
entstehen. Eine maligne Entartung in ein HCC ist selten, aber in circa 5% der
Leberzelladenome beschrieben (Bioulac-Sage et al. 2013). Insofern war auch bei
Leberzelladenomen die Statuserhebung hinsichtlich der Promotermutation aus zwei
wesentlichen Grinden sinnvoll: Ein Nachweis einer hTERT-Promotermutation in
konventionell morphologisch eindeutigen Adenomen ware 1.) als ein starkes Indiz fur
eine (mdglicherweise kurz bevorstehende) maligne Entartung zu werten und damit
ein gutes Argument fur eine operative Entfernung dieses Tumors, auch wenn die
Ublicherweise herangezogenen Kriterien (GroRe, Abwarten nach Absetzten der
Kontrazeptiva u.a.) noch nicht erfullt sind und 2.) ein guter Hinweis daflr, dass
zumindest in der Adenom-Karzinom-Sequenz der HCC-Entstehung die hTERT-
Promotermutation ein friihes Ereignis darstellt. Einschrankend muss jedoch
festgestellt werden, dass Leberzelladenome heutzutage in vier verschiedene
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Subtypen eingeteilt werden (1. Tumoren mit HNF1a-Mutation; 2. Tumoren vom
teleangiektatischen bzw. inflammatorischen Typ; 3. B-Catenin-mutierte Tumoren; 4.
Tumoren ohne bekannte Mutationen oder spezielle histologische Merkmale); von
diesen gilt insbesondere das immunhistochemisch nuklear p-Catenin
Uberexprimierende (B-Catenin-mutierte) Adenom als das ,high risk® Adenom
(Goodman et al. 2012). Moglicherweise sind neben der nur kleinen Fallzahl (n=15)
auch die zur Verfigung stehenden Adenom-Subgruppen (die wir in dieser Studie
nicht weiter identifiziert haben) Ursache des fehlenden hTERT-Mutationsnachweises.

Auf der anderen Seite decken sich unsere Ergebnisse mit denen der franzdsischen
Arbeitsgruppe um JC Nault et al., die bei Leberzelladenomen ohne Zeichen der
malignen Transformation (hier n=60) ebenfalls keine Mutationen gefunden hat. Im
Gegensatz dazu fanden sich unter den 16 hepatozellularen Adenomen mit maligner
Transformation, die von der franzdsischen Arbeitsgruppe untersucht worden waren
(,nodule in nodule®, bzw. HCA mit HCC Foci) in 7 Fallen (44%) eine hTERT-
Promotermutation (Nault et al. 2013). Eine Subgruppenanlayse der Ademone ist der
Veroffentlichung allerdings nicht zu entnehmen, vermutlich durfte es sich dabei aber
zu einem groReren Anteil um beta-Catenin-mutierte (nuklear immunhistochemisch
beta-Catenin-Uberexprimierende) Leberzelladenome gehandelt haben. In den nicht
beta-Catenin mutierten Leberzelladenomen (die bislang jedoch nicht explizit
untersucht wurden) ist eine Mutation der untersuchten Promoterregion nicht zu
erwarten, da sich die bisher in Leberzelladenomen festgestellten
Telomeraseaktivitaten in vernachlassigbaren GroRenordnungen befanden (Kojima et
al. 1999).Die Aktivitat der Telomerase wird zwar nur zu einem Teil Uber die hTERT-
Promotermutation reguliert, dennoch ware der Nachweis von hTERT-
Promotermutationen in telomerase-inaktiven Tumoren Uberraschend.

Eine weitere Fragestellung dieser Dissertation galt der Unterteilung der HCCs nach
ihrem Grading und einem moglichen Bezug zum hTERT-Promotermutations-Status.
Dieser Fragstellung hatte sich die franzdsische Arbeitsgruppe um J.C. Nault (Nault et
al. 2013) meines Wissens nach nicht gewidmet. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass
ein schlechtes Grading mit dem Vorhandensein einer hTERT-Promotermutation
vergesellschaftet ist, wenngleich keine statistische Signifikanz erzielt wurde (p=0,188
nach Pearson). Vermutlich ist die fehlende Signifikanz trotz der recht grof3en
untersuchten Gesamtanzahl an HCCs (n=78) auf die notwendige Aufsplittung in vier
Subgruppen (G1=18; G2=38; G3/4=14; fibrolamellare HCCs=8) mit dann jeweils
kleinen Fallzahlen zurtckzufuhren, welche keine rechnerische Signifikanz mehr
ermoglichen. Die Tendenz, hTERT-Promotermutationen in schlecht differenzierten
HCCs zu finden, passt insofern zur Literatur, als auch das hochmaligne Glioblastom
(Glioblastoma multiforme, WHO-Grad-4) im Vergleich zu gering malignen
Hirntumoren (WHO-Grad 1-2) weitaus haufiger eine derartige Mutation aufweist
(Vinagre et al. 2013).

Die hTERT-Promotermutationen sind typischerweise bei zwei weiteren Tumortypen
zu finden (maligne Melanome und Urothelkarzinome), welche ebenso wie das HCC
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sehr haufig tumorbiologisch aggressive und mit einer hohen Mortalitat
vergesellschaftete Tumoren sind. Demzufolge kann vermutet werden, dass das
Vorhandensein einer hTERT-Promotermutation eine tumorbiologisch unglnstige
Konstellation sein kdnnte. In zukunftigen Untersuchungen gilt es nun festzustellen,
ob der Nachweis bzw. fehlende Nachweis einer hTERT-Promotermutation innerhalb
einer Tumorentitat (z.B. maligne Melanome, bei denen bis zu 71% der Tumoren eine
derartige Mutation aufweisen (Huang et al. 2013)) einen eigenstandigen
Prognoseparameter darstellt, wobei der Nachweis einer derartigen Mutation dann
ggf. mit einer schlechten Prognose vergesellschaftet ist.

FUr diese bislang eher spekulative Hypothese (wurde bereits von Killela et al. (Killela
et al. 2013) und Rachakonda et al. (Rachakonda et al. 2013) aufgestellt) kdnnte jene
tumorbiologische Rolle sprechen, die eine hTERT-Promotermutation vermutlich fur
die Tumoren spielt. Demnach ermdglicht eine derartige Mutation einem Malignom,
die Telomerase dauerhaft hochzuregulieren und sich damit zuverlassig einer
vorzeitigen Telomerenverklrzung mit Chromosomeninstabilitat bzw. Zellteilungsstop
zu entziehen. Diese Annahme unterstutzen unter anderem die Untersuchungen von
Vinagre et al. (Vinagre et al. 2013), und Huang et al. (Huang et al. 2013), die
nachwiesen, dass eine Mutation des hTERT Promoters die Telomeraseaktivitat um
das Vielfache steigern kann.

Abgesehen von einer Erhdhung der Telomeraseaktivitat durch eine hTERT-
Promotermutation gibt es noch diverse andere Wege, uber die ein Tumor die
Telomeraseaktivitat hochregulieren kann um somit seine Zellen vor dem Hayflick-
Limit zu bewahren. Beispielsweise kdnnen vermutlich einige Transkriptionsfaktoren,
welche zum Teil bekannte Onkogene darstellen, hTERT aktivieren und somit die
Telomeraseaktivitat steigern. Zu diesen Transkriptionsfaktoren zahlen unter anderem
c-Myc, Sp1, HIF-1, AP2. Auch epigenetische Regulationsmechanismen spielen
moglicherweise eine wichtige Rolle. So 16st eine Demethylierung der DNA oder eine
Methylierung der Histone in benachbarten Abschnitten der hTERT Promoterregion
die Aktivierung der Histon-Acetyltransferase (HAT) aus, welche wiederum eine
Transkription von hTERT ermdoglicht (Kyo et al. 2008).

Die Tatsache, dass auch im Rahmen dieser Dissertation in Leberzelladenomen im
Gegensatz zum HCC keine hTERT-Promotermutationen nachweisbar waren, lasst
sich auch diagnostisch nutzen. Die Unterscheidung zwischen einem
Leberzelladenom und einem gut differenzierten hepatozellularen Karzinom kann

sowohl konventionell morphologisch als auch unter  Zuhilfenahme
immunhistochemischer Zusatzuntersuchungen (siehe unten) sehr schwierig und zum
Teil — insbesondere am Tumorbiopsiematerial — gar nicht beantwortbar sein

(Goodman et al. 2012). Tumorbiopsien werden jedoch insbesondere in radiologisch
unklaren Fallen empfohlen und spielen neoadjuvant zur Diagnoseverifizierung eine
immer bedeutsamere Rolle. In den vergangenen wenigen Jahren wurden deshalb
auf immunhistochemischer Ebene einige Marker etabliert, die eine Diagnosestellung
objektivieren sollen (hier sind insbesondere Glypican 3, Glutaminsynthetase 6 und
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das Hitzeschockprotein 70 (Hsp70) zu nennen). Allerdings sind auch diese Marker
gerade bei gut differenzierten HCCs nur von eingeschranktem Nutzen, da deren
Messung hier gehauft negativ ausfallt (Goodman et al. 2012, Khan et al. 2012). Die
gleiche Limitierung beim gut differenzierten HCC findet sich zwar modglicherweise
auch beim verwendeten Mutationsnachweis, allerdings wurde der positive Nachweis
einer Promotermutation von hTERT stark fur ein HCC sprechen und diagnostisch
hilfreich sein.

Das gleiche gilt in noch einem weiteren diagnostischen Kontext der
Lebertumorbiopsien. Die Unterscheidung zwischen einem HCC und einem
Cholangiokarzinom (CC) ist eine haufige und zentrale Fragestellung an den
Pathologen. Diese Unterscheidung ist fur das weitere therapeutische Vorgehen
entscheidend (Wahl der Therapeutika, Moglichkeit der Transplantation beim HCC).
Diese Unterscheidung kann allerdings gerade bei schlecht differenzierten Tumoren
mit den Ublicherweise zur Verfligung stehenden (immunhistochemischen) Methoden
schwierig bis unmdglich sein (Goodman et al. 2012), zumal auch die
Immunhistochemie von nur sehr eingeschrankter Aussagekraft bei schlecht
differenzierten Tumoren ist (die Zytokeratin 7 (CK7)- Positivitat, die typischerweise
beim CC nachweisbar ist, verliert sich bei zunehmender Entdifferenzierung des
Tumors (Khan et al. 2012) und nahezu jedes zweite HCC zeigt Literaturangaben
zufolge ebenfalls zumindest fokal eine CK7 Positivitat (Goodman et al. 2012);
sogenannte HCC-assoziierte Marker wie HepPar-1 und Arginase-1 sind bei schlecht
differenzierten HCCs erschwerend haufig negativ (Timek et al. 2012, Radwan und
Ahmed 2012). In diesem Fall ist die Tatsache, dass gerade in der Gruppe der
schlecht differenzierten HCCs die hTERT-Promotermutation gehauft gefunden wurde
und im Gegensatz dazu diese Mutation bei Cholangiokarzinomen fehlt, diagnostisch
von groem Wert.

Zusammenfassend konnten die Ergebnisse dieser Dissertation auch in
diagnostischer Hinsicht zeigen, dass am Biopsat eines Lebertumors der positive
Nachweis einer hTERT-Promotermutation differentialdiagnostisch aul3erordentlich
hilfreich sein kann.

Diese Arbeit hat meiner Kenntnis nach erstmals den Status der hTERT-
Promotermutationen am Cholangiokarzinom ermittelt (s.0.) — wie dargelegt war in
keinem der 52 untersuchten Cholangiokarzinome eine derartige Mutation
nachweisbar. Dies ist insofern im Einklang mit den Ergebnissen der Literatur, da
auch in anderen Adenokarzinomen (wie z.B. Magenkarzinomen und
Mammakarzinomen) keine oder nahezu keine hTERT-Promotermutationen gefunden
wurden (Vinagre et al. 2013).

Es muss hier nochmals darauf hingewiesen werden, dass hTERT-
Promotermutationen nach bisherigem Kenntnisstand nur bei wenigen Karzinomen
Uberhaupt eine Rolle spielen (wie beispielsweise beim Urothelkarzinom (Vinagre et
al. 2013) oder wie in dieser Dissertation gezeigt, beim HCC). Auch diese Erkenntnis
ist diagnostisch nutzbar. So konnten in jungster Zeit die Ergebnisse dieser Arbeit
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dazu beitragen, eine Peritonealkarzinose einer 75jahrigen Patientin hinsichtlich des
Primarius weiter einzugrenzen. Bei der Patientin war ein Jahr zuvor anhand einer
Harnblasenbiopsie ein Urothelkarzinom diagnostiziert worden. Die nun neu
diagnostizierte Peritonealkarzinose lieR sich trotz aufwandiger Untersuchungen
(einschlieBlich einer vergleichenden p53 Mutationsanalyse, die in beiden Tumoren
negativ verlief) in einem externen Universitatsklinikum nicht naher subtypisieren.
Aufgrund des Ausbreitungsmusters des Tumors wurde extern eine Therapie wie bei
metastasiertem Magenkarzinom eingeleitet, obwohl in einer Gastroskopie kein
Magenkarzinom gesichert werden konnte. Die daraufhin im Institut fur Pathologie des
UKE veranlasste vergleichende hTERT-Promotermutationsanalyse (des zuvor
diagnostizierten Urothelkarzinoms mit der Peritonealkarzinose) ergab sowohl, wie zu
erwarten, einen Mutationsnachweis im Urothelkarzinom, als auch in der
Peritonealkarzinose (was bei einem metastasierten Magenkarzinom sehr
unwahrscheinlich ware). In beiden Tumoren fand sich ferner der gleiche Mutationstyp
(-124C>T). Es ist somit mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit von einem
metastasierten Urothelkarzinom auszugehen. Diese Ergebnisse fuhrten mittlerweile
zu einer Therapieanpassung.

Dieser Fall stellt ein eindrucksvolles Beispiel einer praktischen Anwendung der
hTERT-Promotermutationsanalyse im Alltag pathomorphologischer Diagnostik dar.
Die hTERT-Promotermutationsanalyse kann aufgrund der relativen Spezifitat der
hTERT-Promotermutation auch bei anderen metastasierten Tumoren Anwendung
finden (z.B. bei schlecht differenzierten HCCs oder Urothelkarzinomen) und in der
Diagnostik sehr hilfreich eingesetzt werden.

Beim malignen Melanom und beim Urothelkarzinom befinden sich die hTERT
Promotermutationen hauptsachlich auf den Positionen -124 (C>T) und -146 (C>T)
(Horn et al. 2013, Rachakonda et al. 2013, Vinagre et al. 2013). Somit stellt eine
Unterscheidung hinsichtlich des Mutationstyps nur im Falle der Mutation -146C>T
eine diagnostische Moglichkeit dar, da dieser Mutationstyp ein HCC so gut wie
ausschlieRt. Kann lediglich die Mutation -124C>T nachgewiesen werden, liefert dies
keinen weiteren Hinweis zur Unterscheidung dieser drei Tumorentitaten.

Im Gegensatz dazu kdonnte der hTERT Promoter an sich zukinftig eine wichtige
Rolle in der Therapie maligner Tumoren spielen. Die Forschergruppe um S. Kyo (Kyo
et al. 2008) entwickelte beispielsweise einen telomerase-abhangigen
replikationsfahigen Adenovirus Typ 5 Vektor (Telomelysin), mit dessen Hilfe hTERT -
exprimierende Gewebe effektiv am Wachstum gehindert bzw. sogar lysiert werden
kénnen. Das Virus konnte sich nach Lyse der Tumorzellen weiter im Kérper verteilen
und so auch Metastasen therapieren (Kyo et al. 2008). Ferner sind bereits Hemmer
der Telomerase (u.a. Imetelstat (GRN163L), welches die RNA-Matritze der
Telomerase blockiert) entwickelt worden (Burchett et al. 2014). Es ist gut vorstellbar,
dass diese Medikamente ggf. einen blockierenden Effekt auf den Tumor induzieren.
Inwieweit dies durch die nachgewiesene Promotermutation beeinflusst wird, ist aber
zum jetzigen Zeitpunkt unklar.
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6. Zusammenfassung

Die beiden haufigsten malignen Tumoren der Leber sind das Hepatozellulare
Karzinom (HCC) und das Intrahepatische Cholangiokarzinom (ICC). Beide Tumoren
sind mit einer sehr schlechten Prognose assoziiert, wobei in den letzten Jahren die
Prognose des HCC durch Einfihrung moderner Behandlungsstrategien
(Lebertransplantation, Chemoembolisation, Sorafenib u.a) etwas gebessert werden
konnte. Aufgrund der unterschiedlichen Behandlungsregime dieser Tumorentitaten
ist besonders bei unklaren radiologischen Befunden eine histopathologische
Unterscheidung Uberaus wichtig, doch gerade bei schlecht differenzierten Tumoren
ist eine Abgrenzung nach wie vor sehr schwierig. Das Hepatozellulare Adenom
(HCA) dagegen ist ein benigner Lebertumor, der allerdings in bis zu 5% der Falle
eine maligne Transformation in ein HCC aufweisen kann.

Charakteristisch fir maligne Tumoren ist die unbegrenzte Replikationsfahigkeit ihrer
Zellen, die unter anderem durch eine pathologische Aktivitat des Enzyms
Telomerase erreicht wird. Kirzlich entdeckte Mutationen in der Promoter-Region der
katalytischen Untereinheit der Telomerase (hTERT), sind vermutlich in einigen Fallen
die Ursache dieser Aktivitat; sie konnten allerdings bislang nur in wenigen
Tumorentitaten Uberhaupt nachgewiesen werden (keine Daten gab es bislang zum
Status des ICC). Da sich aus dieser Erkenntnis neue Moglichkeiten fir die Diagnostik
und Therapie ergeben, war es das Ziel dieser Arbeit, in lebereigenen Tumoren ein
eventuelles Vorkommen dieser Mutationen festzustellen. Wir untersuchten mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) 145 formalinfixierte und paraffineingebettete
Lebertumoren (78 HCC, 52 ICC, 15 HCA), stammend aus den Archiven des Instituts
fur Pathologie am UKE und analysierten die beiden am haufigsten vorkommenden
Mutationen, die sogenannten ,Hotspot-Mutationen® -124C>T und -146C>T.

Die Mutation -146C>T konnte in keiner der Proben festgestellt werden. Im Gegensatz
dazu fand sich die Mutation -124C>T in 38 von 78 untersuchten HCCs (48,7%),
jedoch weder in den 52 untersuchten ICCs noch in den 15 untersuchten HCAs. Das
Auftreten der Mutation -124C>T scheint ferner mit einem schlechteren Grading der
HCCs zu korrelieren; eine statistische Signifikanz fand sich allerdings nicht (p=0,188
nach Pearson), was moglicherweise auf die geringe Fallanzahl zurtickzuflhren ist.

Zusammenfassend konnte diese Arbeit zeigen, dass hTERT Promoter-Mutationen
haufig beim HCC nachweisbar sind und im Gegensatz dazu keine relevante Rolle
beim ICC spielen. Dies kann in Fallen, in denen mit den bislang zur Verfligung
stehenden Mitteln eine histomorphologische Diagnosestellung nicht gelang, auch
diagnostisch genutzt werden. Zusatzlich erdffnen sich dadurch therapeutische
Optionen, da bei einer zukunftigen Entwicklung von Medikamenten, die an einer
Mutation der hTERT Promoter-Region ansetzen, in etwa die Halfte der HCCs fur
diese Therapeutika sensibel sein konnte.
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